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La reacciôn alérgica se puede définir como una respuesta anormal del 
sistema inmune a una sustancia ajena al organisme y normalmente inocua, 
denominada alérgeno.
El término alergia fue introducido en la literatura médica en 1906 por Von 
Pirquet para referirse a una respuesta inmunolôgica nociva. En 1921, Prausnitz y 
Küstner 0), demostraron la implicaciôn de al menos très componentes: un 
alérgeno, que desencadenaba la repuesta inmunolôgica, la Inmunoglobulina E 
(IgE) y un componente celular, los mastocitos. Mas tarde, Pepys (2) definiô la 
atopia como aquella forma de reactividad inmunolôgica en el individuo, en la 
que se producen anticuerpos IgE en respuesta a la exposiciôn a alérgenos 
comunes del ambiente del individuo. La IgE, el anticuerpo producido ante la 
exposiciôn al alérgeno, fue descrita por primera vez en 1968 0) y aunque es la 
inmunoglobulina menos abundante en el suero (aproximadamente 75 ng/m l 
frente a los 100 m g/m l de la IgG, inmunoglobulina responsable de la respuesta 
inmune adaptativa), aumenta enormemente con la exposiciôn al antigeno y es 
capaz de provocar potentes respuestas del sistema inmune.
En 1963, Gell y Coombs realizaron una clasificaciôn de las reacciones de 
hipersensibilidad, estableciendo cuatro tipos: hipersensibilidad tipo I o 
anafilâctica, tipo II o citotôxica, tipo III o reacciôn de Arthus (dano por complejos 
antigeno-anticuerpo) y tipo IV o de hipersensibilidad retardada (mediada por 
células) 0).
Finalmente, y con el fin de unificar conceptos previos, la Academia Europea 
de Alergologia e Inmunologia Clinica (EAACI) publicô en el ano 2001 una 
revisiôn de la nomenclatura en alergologia (^ ), posteriormente revisada en el 2003 
por la Organizaciôn Mundial de Alergia (WAO) (^ ). En la misma, se establece el 
término hipersensibilidad para describir sintomas, o signos objetivos y 
reproducibles, iniciados por la exposiciôn a estimulos definidos a una dosis
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tolerada por personas sanas, mientras que alergia se refiere aquella reaccion de 
hipersensibilidad iniciada por mecanismos inmunologicos especificos, que puede 
ser mediada por anticuerpos o por células, Cuando el anticuerpo pertenece al 
isotipo IgE, se habla de alergia mediada por IgE.
Por ultimo, segun la EAACI, el término atopia ha de referirse a la 
predisposicion genética de un individuo para producir anticuerpos IgE en 
respuesta a sustancias toleradas por la mayoria de la poblaciôn expuesta.
1.1 Reaccion alérgica
La alergia tipo I, o hipersensibilidad inmediata, es una anomalia clinica 
cuya incidencia ha aumentado de forma notable en los ùltimos anos, liegando a 
afectar al 25% de la poblaciôn de los paises desarrollados O. Se caracteriza por la 
liberaciôn de mediadores desencadenada por la reacciôn antfgeno-anticuerpo. 
Estos mediadores son los responsables de los efectos de las reacciones 
anafilâcticas.
La respuesta alérgica (figura 1) es un proceso complejo cuyos mecanismos 
no se conocen en su totalidad. Este proceso consta de dos etapas diferenciadas: la 
primera de sensibilizaciôn y memoria y la segunda de provocaciôn.
Durante la primera fase, los linfocitos B liberan IgEs en respuesta a una 
primera exposiciôn al alérgeno. Las moléculas alergénicas o alérgenos penetran 
en el organisme a través de las mucosas o la piel, y son captadas y transportadas 
hasta las estructuras linfàticas por las células presentadoras de antigeno (APC) 
como células dendriticas, células M y macrôfagos. En los individuos alérgicos, 
estas células se acumulan abundantemente en las mucosas, en los ganglios 
linfâticos y donde exista una elevada concentraciôn de antigenos. Otra funciôn de 
las APC es el procesamiento del alérgeno en pequenos fragmentes peptidicos que 
serân expuestos en su superficie asociados al complejo principal de
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histocompatibilidad de clase II (MHC-II o HLA-II en humanos) (*), donde serân 
presentados a los linfocitos T CD4+ induciendo su activaciôn y su diferenciaciôn 
a células colaboradoras de tipo 2 o células Th2. Estas células secretan, entre otras 
interleuquinas, IL-4 e IL-13, que contribuyen a la diferenciaciôn de los linfocitos B 
a células plasmâticas productoras de IgE en la respuesta dependiente de 
linfocitos T. Simultâneamente, tiene lugar la interacciôn fisica entre células T y B, 
en la que participan diferentes moléculas de adhesiôn de la superficie celular, y 
que es esencial en este proceso. Por otro lado, las células B circulantes son 
capaces de reconocer el antigeno gracias a los receptores que poseen en su 
membrana (Ig) resultando asi activados (respuesta independiente de linfocitos T). 
Parte de las IgE producidas por las células plasmâticas se unen a receptores de 
alta afinidad (FcÇRI) de mastocitos, y otras entran en circulaciôn y se unen a 
Fc§RI de basôfilos circulantes y mastocitos présentes en otros tejidos. Tras la 
sensibilizaciôn, un rémanente de células T y B de memoria sobreviven y pueden 
responder ante nuevos contactes con el alérgeno.
La activaciôn de mastocitos y basôfilos como consecuencia de una nueva 
exposiciôn al alérgeno constituye la segunda etapa o etapa de provocaciôn, que a 
su vez consta de dos fases: reacciôn inmediata y reacciôn tardia.
En la reacciôn inmediata el alérgeno se une a las regiones Fab de las IgE. 
Este inmunocomplejo se une a través de los receptores FcÇ a la superficie de las 
células efectoras (mastocitos y basôfilos), lo que conduce a la degranulaciôn de 
estas células y consecuentemente la liberaciôn brusca y masiva de los mediadores 
preformados en la célula o mediadores primaries, responsables de la reacciôn 
alérgica temprana o inmediata, entre los que destaca la histamina, sustrato de los 
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Figura 1: Representaciôn de la reacciôn alérgica. Figura tomada de Bhalla W.
Una fosfolipasa A activada durante el proceso actùa sobre los fosfolipidos 
de la membrana liberândose âcido araquidônico, sustrato para los sistemas 
enzimâticos de la cicloxigenasa y de la lipoxigenasa, que darân lugar a 
prostaglandinas y tromboxanos, la primera y leucotrienos, la segunda.
Estos mediadores actûan sobre distintos tejidos provocando la 
sintomatologia tipica de la alergia, que puede variar desde el picor temporal 
hasta la muerte sùbita por shock anafilâctico, pasando por otros sintomas 
comunes como la rinitis, el asma bronquial, la conjuntivitis, urticaria, eczemas, 
dermatitis atôpica y trastornos gastrointestinales.
Si existiera una reexposiciôn al alérgeno prolongada, el individuo alérgico 
podria llegar a experimentar una reacciôn tardia. Esta reacciôn estâ provocada
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por la acumulaciôn de eosinôfilos y otras células inflamatorias atraidas hacia la 
zona de la reacciôn alérgica por factores quimiotâcticos taies como la 
interleuquina IL-5, liberada junto con otras citoquinas proinflamatorias (IL-13, IL- 
4) por células T especificas de memoria, las cuales se activan y proliferan al ser 
presentado el alérgeno. A este proceso se le considéra el principal responsable de 
la hiperreactividad inespecîfica. Dicha hiperreactividad se traduce en la 
apariciôn de sintomas frente a numerosos irritantes taies como el frio, los 
contaminantes, el tabaco, asi como en la persistencia de dichos sintomas de forma 
crônica, mas alla de la exposiciôn del alérgeno. En los casos mas severos, esta 
reacciôn puede ocasionar la muerte del individuo por obstrucciôn de las vias 
respiratorias y colapso cardiovascular (shock anafilâctico).
2. Alérgenos y nomenclatura
Son alérgenos aquellas moléculas capaces de provocar reacciones alérgicas 
mediadas por IgE. La mayoria de los alérgenos son proteinas, incluyendo glico- y 
lipoproteinas. Existe gran controversia en cuanto a la capacidad alergénica de los 
carbohidratos. Para que una molécula se comporte como un alérgeno es necesario 
que se cumplan determinadas caracteristicas, como por ejemplo la estabilidad 
estructural, pero también son importantes la dosis y la ruta de exposiciôn de 
dicho alérgeno. De hecho, algunos estudios afirman que cualquier proteina que 
entra en contacte con el sistema inmune de un individuo atôpico en suficiente 
cantidad y en el contexte adecuado puede provocar la activaciôn del sistema 
inmune Sin embargo, segùn Radauer et al., no cualquier proteina puede 
convertirse en alérgeno, basândose en que existen relativamente pocas familias 
de proteinas en las que se encuentran alérgenos y que entre ellos se repiten 
determinadas funciones biolôgicas una y otra vez
Hoy por hoy, aûn no se conocen las causas de la alergenicidad, pero se 
barajan varias hipôtesis: el mimetismo con proteinas endôgenas, que posean
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propiedades surfactantes; la capacidad para unir ligandos o la hipôtesis de la 
actividad biolôgica, segùn la cual la mayoria de los alérgenos son enzimas, 
inhibidores enzimâticos, proteinas reguladoras o de transporte.
Existen dos teorias acerca de la evoluciôn de las protemas alergénicas 
Segùn la primera, la alergenicidad ha sido una capacidad intrinseca de las 
moléculas ancestrales de determinadas familias de protemas y se ha distribuido 
entre las protemas actuales mediante métodos evolutivos. En la segunda teoria la 
alergenicidad apareceria mucho después, también debido a caracteristicas 
estructurales, pero dada aleatoriamente en determinadas proteinas.
Generalmente, los alérgenos son moléculas pequenas, con una masa 
molecular entre 5 y 70 kDa, lo que les permite el paso a través de las mucosas, 
pero con tamano suficiente como para activar la respuesta inmune G3).
Dentro de una determinada fuente alergénica existen alérgenos principales, 
que son aquellos que son reconocidos por mâs del 50% de los pacientes alérgicos 
a esa fuente, siendo los alérgenos menores los reconocidos por menos de dicho 
porcentaje de pacientes
La zona de los alérgenos que es reconocida por las IgEs son los 
déterminantes antigénicos o epitopos. Estân formados por un nùmero variable de 
aminoâcidos, y pueden ser secuenciales (continues) o conformacionales 
(discontinues). Los epitopos secuenciales, como su nombre indica, estân 
formados por la secuencia lineal de los aminoâcidos présentes en la estructura 
primaria de la proteina, mientras que en los epitopos conformacionales participa 
la estructura tridimensional del alérgeno, por lo que un epitopo conformacional 
puede estar formado por aminoâcidos muy distantes, pero que se encuentran 
prôximos una vez que la proteina se ha plegado ù^ ).
La caracterizaciôn de alérgenos comprende la determinaciôn de la secuencia 
de aminoâcidos, la estructura tridimensional, las modificaciones post- 
traduccionales, taies como glicosilaciones, que pueden tener gran influencia en la
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alergenicidad, la estabilidad a la temperatura y la resistencia a las enzimas 
digestivas, asi como el mapeo de sus epitopos.
La nomenclatura de los alérgenos inductores de reacciones de 
hipersensibilidad de tipo I se basa en la propuesta de 1986 realizada por la
lUIS (International Union of Immunological Societies) y de la OMS (Organizaciôn 
Mundial de la Salud), que fue revisada en 1994 Segûn estos criterios, los 
alérgenos se nombran utilizando las très primeras letras del género, la primera 
letra de la especie (o las dos primeras, si indujera a error) y un numéro arâbigo 
correlativo, que se refiere al orden de identificaciôn, pero intentando que el 
mismo numéro se utilice para alérgenos homologos (aunque no es un requisite 
indispensable). Asi Cue m 2 y Cit la 2 se refieren a las profilinas de melon 
(Cucumis melo) y sandia (Citrullus îanatus), por ejemplo.
3. Alergia a alimentos
La alergia a alimentos se engloba dentro de las reacciones de 
hipersensibilidad a alimentos en las que participa el sistema inmune. Sera una 
reaccion no alérgica aquella en la que el alimente provoca una reacciôn ad versa 
sin implicaciôn alguna del sistema inmune del individuo, causada por defectos 
enzimâticos del paciente, por accion de fârmacos anadidos o naturales de la 
fuente alimenticia o por otras causas no definidas. Cuando existe mediaciôn por 
IgEs, se trata de una reacciôn de hipersensibilidad de tipo I (Esquema 1).
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ALERGIA A AUMENTOS NO 
MEDIADAPOR IgE
HIPERSENSIBIUDADA
AUMENTOS e n z i m At ic a
HIPERSENSIBIUDAD NO 
A liR G IC A  A AUMENTOS FARMACOLÔGICA |
NODEFINIDA
Esquema 1: Clasificaciôn de las reacciones de hipersensibilidad alimentaria.
Dentro de las reacciones alérgicas a alimentos, las que tienen mayor 
relevancia son aquellas mediadas por IgE, en la que la presencia de anticuerpos 
de este tipo esta confirmada por la historia clinica del paciente, pruebas in vivo e 
in vitro, asi como pruebas de provocacion.
En Estados Unidos, la alergia a alimentos afecta en su mayorla a ninos, 
aproximadamente al 6% de ellos, de los que la mayorla son menores de très anos 
(1®). Los sfntomas desaparecen antes de cumplir los 5 anos en un 80% de los casos 
(1^ ), aunque algunos de ellos adquieren nuevas alergias 0®). Este tipo de alergia 
parece ser menos comun en la poblacion adulta, ya que solo afecta a un 2% delà  
poblaciôn en general 0^ ).
En Espana, segûn el estudio epidemiolôgico Alergolôgica (^ o)^  la alergia a 
alimentos ocupa el quinto puesto como motivo de consulta en los servicios de 
Alergologla, detrâs de rinitis y conjuntivitis, asma bronquial y alergia a 
medicamentos. Por otro lado, se ha observado un incremento de la prevalencia 
de la alergia a alimentos, que en el intervalo comprendido entre 1992 y 2005 pasô 





Figura 2. Relaciôn de alimentos que causan alergia. Figura tomada del estudio Alergolôgica 
M. Se représenta en el eje de la Y el porcentaje de los pacientes afectados y en de la X los 
alimentos causantes de la reacciôn.
A pesar de que son muchos los alimentos susceptibles de causar alergia, son 
relativamente pocos los que provocan la mayoria de los casos y se pueden 
agrupar en: leche, huevo, frutos secos, frutas, pescado y marisco (figura 2). En 
ninos estadounidenses, la leche de vaca, cacahuète, soja, trigo y pescado 
comprenden el 85% de los casos de alergia a alimentos documentadas, mientras 
que entre la poblaciôn adulta, los frutos secos, pescado y marisco son los 
responsables de la mayoria de los casos descritos (^ )^. En Espana se ha descrito la 
alergia a frutas como la causa mas frecuente de alergia alimentaria en adultos 
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Figura 3. Relaciôn de alimentos que causan alergia por grupos de edad. Figura tomada del 
estudio Alergolôgica Se représenta en el eje de la Y el porcentaje de los pacientes afectados y 
en de la X los grupos de edad de los pacientes.
La alergia a alimentos se ha clasificado en dos tipos: clase I, en la que la 
sensibilizaciôn a los antigenos alimentarios ocurre por via gastrointestinal, y 
clase II, en la que la sensibilizaciôn a un aeroalérgeno ocurre por vias 
respiratorias y la reactividad cruzada con el alimento provoca los sintomas tras 
su ingestion (21). Los alérgenos de clase I son en su mayoria proteinas o 
glicoproteinas hidrosolubles con masas moleculares entre 10 y 70 kDa, que suelen 
ser estables a los tratamientos con calor, âcidos y proteasas, mientras que los 
alérgenos de clase II son normalmente proteinas de origen vegetal, lâbiles y 
dificiles de purificar, lo cual limita en gran m edida la obtenciôn de extractos 
estandarizados para fines diagnôsticos 0^ ).
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3.1 Alergia a alimentos de origen vegetal. Alérgenos 
vegetales
Hoy en dia se acepta que la alergia a frutas y vegetales pueda ser el 
resultado de una primera sensibilizaciôn a pôlenes o latex (22) que derivarla 
después a alergia alimentaria por reactividad cruzada, aunque no todos los casos 
de alergia alimentaria se deben a casos de reacciôn cruzada con proteinas de 
polen.
Los alérgenos implicados en la reactividad cruzada son proteinas muy 
conservadas y ubicuas, es decir, estân ampliamente distribuidos y se encuentran 
en una gran variedad de fuentes.
Los alérgenos de origen vegetal se pueden clasificar en familias y 
superfamilias en base a sus propiedades estructurales y funcionales (23). La 
mayoria (60%) de los alérgenos vegetales de alimentos pueden agruparse en tan 
solo cuatro familias: Prolaminas, cupinas, profilinas y proteinas homôlogas al 
alérgeno principal de abedul, Bet v l (ii) (tabla 1).
1) Prolaminas:
Deben su nombre a la gran cantidad de prolina y glutamina que contienen.
Se trata de la superfamilia que mayor numéro de alérgenos contiene. Son 
proteinas con gran similitud en su estructura tridimensional y muy ricas en 
estructuras de a-hélice, a pesar de que la similitud de secuencia sea muy escasa.
Forman parte de esta familia las prolaminas de cereales, albûminas 2S, 
inhibidores de a-amilasa y de tripsina y proteinas transportadoras de lipidos no 
especificas (ns LTP) (24).
- Proteinas Transportadoras de Lipidos no especificas (ns LTP):
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Las LTPs constituyen, ademas, la familia 14 de las proteinas protectoras 
(PR-14) (25). Estas proteinas son sintetizadas por las plantas para evitar los efectos 
de microorganismos patogenos y de condiciones meteorologicas adversas.
Las LTPs son proteinas monoméricas de 7-9 kDa, que contienen cuatro 
puentes disulfuro que forman un tunel hidrofobico (2^ ). Se trata de proteinas con 
una amplia distribucion en el m undo vegetal, que se suelen acumular en las 
capas externas de los organos vegetales (2^ , lo cual explica que algunos pacientes 
toleren los alimentos pelados. Son altamente resistentes a la temperatura, 
proteolisis y cambios de pH (22), asociandose con sintomas sistémicos en los 
pacientes afectados.
Encontramos LTPs como alérgenos principales en gran cantidad de fuentes 
de origen vegetal, sobre todo en la region mediterrânea, donde son los alérgenos 
mas importantes de la familia de las rosâceas, como en el melocotôn, en la 
manzana, y el albaricoque: Pru p 3(2S), Mal d 3 (2^ ), Pru ar 3^^, respectivamente.
- Proteinas de almacenamiento:
Son proteinas que se encuentran fundamentalmente en las semillas y que 
ayudan en los procesos de germinaciôn (3i). Ademâs, ayudan a la planta a 
sobrevivir en condiciones adversas. Dentro de esta familia encontramos a las 
albûminas.
Las albûminas 2S son proteinas tipicas de plantas dicotiledôneas, 
heterodiméricas con dos cadenas polipeptidicas de 4 a 9 kDa, unidas por cuatro 
puentes disulfuro. No estân glicosiladas, pero si sufren determinadas 
modificaciones post-traduccinales para dar lugar a la proteina madura. Dentro 
del grupo formado por las albûminas 2S encontramos varios de los alérgenos 
présentes en frutos secos y semillas (23).
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2) Cupinas:
Son proteinas con funciones muy diverses, cuya evoluciôn se puede seguir 
desde las arqueas y bacterias hasta los eucariotas, incluyendo plantas y animales 
(13). Tienen una estructura comùn de 6 barriles beta-laminares (32). Los subgrupos 
de las cupinas se clasifican segûn tengan un ûnico dominio cupina o una 
estructura multicupina. Dentro de esta superfamilia, se estima que existan 
aproximadamente 18 subclases funcionales (33).
Dentro de la familia de las cupinas se encuentran las globulinas: se pueden 
distinguir las 11 S, también llamadas leguminas, y las 7S o vicilinas, nombradas 
asi por las diferencias encontradas en sus coeficientes de sedimentaciôn (23).
Las leguminas son proteinas hexaméricas de 360 kDa; cada subunidad tiene 
dos cadenas unidas por un puente disulfuro: un polipéptido denominado cadena 
bâsica o beta, de 20 kDa y una cadena âcida o alfa, de 30-40 kDa.
Las vicilinas son proteinas triméricas de 150-190 kDa (23), que no estân 
unidas por puentes disulfuro debido a que no contienen cisteinas (3i). Las 
vicilinas sufren proteolisis y glicosilaciones como modificaciones post- 
traduccionales, lo cual afecta a su tamano final.
3) Homologos a Bet v l :
El alérgeno principal del polen de abedul, Bet v l, forma parte de la familia 
10 de las proteinas protectoras (PR-10) (34) y  estâ ampliamente distribuido entre 
las plantas dicotiledôneas (3S), pero también estâ présente en las 
monocotiledôneas (36) y  gimnospermas (32).
Estudios de comparaciôn de las secuencias de proteinas revelaron que la 
superfamilia de Bet v l estâ formada al menos por cuatro familias con poca 
identidad de secuencia entre ellas: la familia de las PR-10, la familia de las 
proteinas principales del lâtex y las proteinas relacionadas con la maduraciôn, las 
norclaurin sintasas y las proteinas de uniôn a citoquininas de legumbres (^ 4).
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4) Profilinas:
Son proteinas citoplâsmicas monoméricas con una masa molecular que 
puede oscilar entre 12 y 15 kDa, con capacidad de unir monomeros de actina, por 
lo que tienen una importante funciôn reguladora en la polimerizaciôn del 
citoesqueleto (3S),
En el modelo de plantas Arabidopsis thaliana se ha observado que los 8-10 
genes observados para la profilina 09) se pueden agrupar en dos grupos: uno que 
se expresa en los tejidos somâticos y otro que exclusivamente se expresa en el 
desarrollo del polen, es decir, existen dos isoformas de profilina, la constitutiva y 
la polinica 09) (40)
La profilina fue descrita por primera por vez por Valenta en el ano 1991, en 
el polen de abedul, denominada Bet v2 Oi). A partir de ahi han sido descritas en 
numerosas fuentes vegetales (www.allergome.org) y se ha observado que entre 
las diferentes profilinas existe una elevada similitud tanto de secuencia como de 
estructura terciaria 02), plegândose en estructura globular con alfa-hélices y 
laminas beta.
Las profilinas se asocian con los sintomas tipicos del sfndrome de alergia 
oral (SAO), produciendo sintomas leves, confinados casi exclusivamente a la 
region orofaringea. Esto se debe a la naturaleza lâbil de la profilina, que pierde su 
capacidad de unir IgE al entrar en contacte con los fluidos gâstricos, pero no con 
la saliva 03) (44) (45)
Las profilinas son proteinas implicadas en casos de reactividad cruzada 






Ara h 9, Art v 3, Bra o 3, 
Cas s 8, Cor a 8, Lac s 1, 
Mal d 3, Pla a 3, Pru ar 
3, Pru av 3, Pru d 3, Pru 
p 3, Ole e 9, Hev b 12, 
Gly m 1.
Cacahuète, artemisia, 
col, castana, avellana, 
lechuga, manzana, 





Ana o 3, Ara h 2 y Ara h 
6, Ber e 1, Bra j 1, Bra n 
1, Bra r 1, Car i 1, Jug ca 
1, J u g c i l , J u g n l ,J u g r  
1, Sis i 1 y Ses i 2, Sin a 1.
Anacardo, cacahuète, 
nuez de Brasil, mostaza 
oriental, colza, nabo, 
nuez americana, nogal 
de california, nogal 
ceniciento, nogal negro, 
nogal europeo, sésamo, 
mostaza.
CUPINAS
Globulinas 11 S 
(Leguminas)
Ana o 2, Ara h 3 y ara h 
4, Ber e 2, Cor a 9, Rie c 
2, Ses i 6, Sin a 2.
Anacardo, cacahuète, 
nuez de Brasil, avellana, 
ricino, sésamo, mostaza.
Globulinas 7 S 
(Vicilinas)
Ana o 1, Ara h 1, Cor a 
11, Jug r 2, Len c 1, Pis s 
1, Ses i 3.
Anacardo, cacaihuete, 
avellana, nuez, lenteja, 
guisante, sésamo.
Bel V 1 y Homologos de Bet v 1 (PR-10)
Bet V 1, Ain g 1, Api g 1, 
Mal d 1, Pru ar 1, Cas s 
1, Pru V 1, Pru p  1, Pyr c 
1, Dau c 1.






Act d 9, Ara h 5, Art v 4, 
Bet V 2, Che a 2, Cor a 2, 
Cue m 2, Gly m  3, Lyc e 
1, Mal d 4, Pru av 4, Pru 
p  4, Pyr c 4.
Kiwi, cacahuète, 
artemisia, abedul, 
cenizo, avellana, melôn, 
soja, tomate, manzana, 
cereza, melocotôn, per a.
Tabla 1: Clasificaciôn de las familias de los alérgenos vegetales con algunos ejemplos.
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4. Reactividad cruzada
En el proceso de reactividad cruzada primero se produce una 
sensibilizaciôn a un alérgeno, el cual induce la sintesis de IgE especifica. Estas 
IgEs pueden posteriormente reconocer epitopos présentes en proteinas 
homôlogas procedentes de otras fuentes. Estas proteinas comparten similitud 
estructural y poseen epitopos comunes.
Cuando estas proteinas son ubicuas en la naturaleza, estân présentes en 
fuentes alergénicas no relacionadas taxonômicamente y presentan reactividad 
cruzada se denominan panalérgenos.
La reactividad cruzada es un concepto inmunolôgico y no clinico, ya que 
aunque en algunos casos ocurre, en sentido estricto no necesariamente se traduce 
en sintomas clinicos. Es decir, un paciente puede estar sensibilizado a dos o a mâs 
fuentes alergénicas debido a reactividad cruzada, pero no es necesario que 
présente sintomas a todas ellas.
Los principales panalérgenos implicadas en los procesos de reactividad 
cruzada en alergias a pôlenes y frutas son:
1. Profilinas: Las profilinas son alérgenos de origen vegetal implicados en 
multitud de casos de reactividad cruzada, como el sindrome lâtex-frutas (46)^  la 
reactividad cruzada entre pôlenes (47) y la existente entre pôlenes-lâtex-frutas (4^ ), 
por lo que los pacientes sensibilizados a estas proteinas reaccionan a una amplia 
gama de fuentes vegetales (4^ ) (^ o) (38).
2. Bet V 1 y homologos de Bet v 1: se trata de un grupo de alérgenos 
responsable de casos de reactividad cruzada entre pôlenes y alimentos entre 
miembros de la familia de las fagâceas, como el abedul, castano o avellano, y 
miembros de las familias de las rosâceas (manzana, melocotôn, albaricoque) y de 
las umbeliferas (apio, zanahoria) (34) (32).
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3. Familias relacionadas filogenéticamente: aunque no son panalérgenos 
propiamente dichos, ya que su homologia reside en que se trata de proteinas 
procedentes de familias relacionadas filogenéticamente, son responsables de los 
casos de reactividad cruzada dentro de la familia de la que forman parte. Son 
ejemplos, Lig v 1 (33)^  Syr v  1  (34) y  pra e 1 (33), dentro de las oleaceas o las LTPs de 
rosâceas y frutos secos, como el cacahuete y la nuez (36).
4. Carbohidratos: debido a la escasa diversidad estructural de estas 
moléculas, los azûcares pueden ser los responsables de determinados casos de 
reactividad cruzada. Se ha observado que las glicoproteinas parecen tener un 
importante papel en la sensibilizaciôn, lo cual podria deberse a la menor 
variabilidad de éstos frente a la de las proteinas, permitiendo explicar la 
apariciôn de fenômenos de reactividad cruzada entre especies que no son 
cercanas filogenéticamente ni tienen similitud estructural o funcional. 
Generalmente se trata de oligosacâridos con residuos de fucosa y xilosa unidos a 
la cadena peptidica por enlace N-glicosidico (37).
5. Diagnôstico de alergia a alimentos
El diagnôstico de la alergia a alimentos comienza con la historia clinica del 
paciente y demuestra la existencia de una reacciôn adversa a un alimento. 
Seguidamente ha de confirmarse la existencia de un mecanismo de 
hipersensibilidad inmediata mediada por IgE. Para esto se utilizan diferentes 
métodos, como las pruebas cutâneas, que son de lectura inmediata, como el Skin 
Prick Test (SPT) realizado con extractos comerciales o el Prick-Prick Test (SPPT), 
a partir de frutas frescas. Ademâs el diagnôstico clinico se complementa con la 
cuantificaciôn de la IgE sérica total o de la IgE especifica.
La cuantificaciôn de la IgE total permite diferenciar a los atôpicos de los no 
atôpicos. Esta diferencia présenta ciertas limitaciones, y a que hay que tener en 
cuenta las variaciones de esta inmunoglobulina segûn la época del ano o la
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inmunoterapia. Igualmente las variaciones en los niveles de plasma de los 
valores de IgE en la poblacion normal, pueden provocar un solapamiento entre 
los no atôpicos y los atôpicos. Debido a esto puede resultar de mayor utilidad la 
determinaciôn de la IgE especifica frente a determinados alimentos, utilizando 
las técnicas de RAST (radioalergoadsorciôn) o CAP. Esta ultima es una técnica 
enzimofluorométrica que no présenta los inconvenientes del uso de anticuerpos 
marcados con radiactividad (P25) que utiliza el RAST y lo supera en valores de 
sensibilidad y especificidad.
De todos modos, como ya se ha mencionado anteriormente, estas pruebas 
principalmente demuestran que existe un mecanismo subyacente mediado por 
IgE, pero no ha de ir necesariamente asociado a manifestaciones clinicas
También son de gran utilidad diagnôstica las pruebas de provocacion, que 
permiten comprobar si existe relaciôn entre la ingestiôn y los sintomas, 
confirmando o eliminando la existencia de alergia alimentaria (^ ). Es importante 
comprobar que los alimentos sospechosos son realmente los que provocan los 
sintomas en el paciente antes de instaurar una dieta de eliminaciôn, que podria 
llegar a ocasionar problemas para el paciente, debido a carencias alimenticias, 
econômicas o sociales.
Entre las pruebas de provocaciôn de alergia a alimentos encontramos très 
tipos: la provocaciôn oral abierta, en la que el alimento sospechoso de causar la 
alergia se administra por via oral; la prueba de provocaciôn oral a simple ciego, 
que consiste en administrar el alimento de manera encubierta por otra fôrmula y, 
por ultimo, la prueba de provocaciôn oral doble ciego controlada con placebo, 
que es la mâs fiable y que abarca no solo el diagnôstico de alergia alimentaria, 
sino todas las reacciones adversas a alimentos (3®), donde se administran dosis del 
alimento sospechoso y de placebo en distintos momentos de la prueba y sin 
conocimiento del paciente ni del facultative.
Hay que tener en cuenta la calidad de los extractos para el diagnôstico m 
vivo de la alergia a alimentos. Se pueden distinguir distintos tipos de extractos (39):
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- Los extractos naturales parcialmente purificados: se obtienen realizando 
un extracto del material alergénico a partir de la fuente alimenticia. Contienen 
gran cantidad de componentes, de los cuales no todos son los que han producido 
la sensibilizaciôn de los pacientes. Estos extractos se comercializan, pero 
presentan ciertos inconvenientes, como la falta de estandarizaciôn en su 
producciôn, debido a la variabilidad en factores como la selecciôn del material, el 
método de extracciôn o el almacenamiento de los extractos.
- Los alérgenos naturales purificados: se obtienen aislando los alérgenos 
del extracto completo. La calidad de estos extractos depende del proceso de 
purificaciôn y de su rentabilidad econômica. La ventaja de la utilizaciôn de 
alérgenos purificados en el diagnôstico de alergias alimentarias radica en la 
disposiciôn de un panel de proteinas alergénicas de un mismo alimento, gracias 
al cual se puede realizar un diagnôstico mâs exhaustivo. Sin embargo, existe un 
desconocimiento de la relevancia clinica de los alérgenos una vez purificados.
- Los alérgenos recombinantes: Permiten la producciôn estandarizada de 
alérgenos purificados de manera ilimitada y econômica. Pero no siempre es fâcil 
la clonaciôn de un alérgeno, a lo que hay que anadir que los alérgenos 
recombinantes no poseen todas las isoformas existentes en la naturaleza y que es 
necesario validar la respuesta frente al alérgeno natural purificado, asi como la 
relevancia clinica de la forma recombinante.
En los ùltimos tiempos la técnica de los microarrays ha permitido grandes 
avances en el campo del diagnôstico (^ ), no por dar mejores resultados que las 
técnicas clâsicas, como el SPT, sino porque permiten probar un gran numéro de 
alérgenos en un solo ensayo (60) (6i) (62) Ademâs, los microarrays presentan otras 
ventajas, ya que requieren menores cantidades de proteina alergénica, asi como 
de suero de paciente. Por otro lado cabe destacar que las condiciones del ensayo 
mimetizan las condiciones in vivo del paciente, donde los alérgenos se encuentran 
en cantidades minimas y no estân en disponibles en exceso para captar IgE (63).
La técnica de los microarrays ademâs de utilizarse con fines diagnôsticos, 
también sirve como herramienta en la identificaciôn de las secuencias de uniôn a
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IgE (epitopos) dentro de los alérgenos, como se ha llevado a cabo con éxito con 
alérgenos del cacahuete M), del trigo (65) o de la caseina de leche de vaca (66).
6. Tratamiento
Hasta la fecha la unica terapia que funciona en todos los casos es la 
compléta eliminaciôn del alimento causante de la alergia, que como ya se ha 
mencionado anteriormente, puede producir ciertos inconvenientes en la vida del 
paciente y de las personas de su entomo, como problemas nutricionales 
provocados por la eliminaciôn del alimento en cuestiôn, que podria causar 
deficiencias en pacientes de cualquier edad, pero que afectan mas a los ninos. 
Otro problema podria ser el cumplimiento de la dieta impuesta, ya que en 
ocasiones es dificil eliminar los alimentos, sobre todo cuando se trata de 
alimentos esenciales, como la leche o el huevo, que pueden encontrarse ocultos 
en comidas elaboradas. Por estas razones es de vital importancia la informaciôn, 
segûn la legislaciôn vigente, sobre los ingredientes que componen o estân 
présentes en los alimentos preparados comercialmente. También hay que tener 
en cuenta los problemas psico-sociales que pueden acarrear las dietas de 
eliminaciôn, por la sobreprotecciôn de los pacientes y por el esfuerzo econômico 
y emocional que suponen. Finalmente pueden existir problemas de 
reintroducciôn, por ejemplo, que el paciente présente aversiôn por los alimentos 
suprimidos durante périodes prolongados (38).
Los tratamientos mâs frecuentes de la alergia alimentaria son aquellos que 
tienen como fin paliar los sintomas de los pacientes utilizando fârmacos. 
También existe la inmunoterapia especifica o SIT, que consiste en la 
desensibilizaciôn de los pacientes mediante la administraciôn de alérgeno en 
dosis crecientes, normalmente via subcutânea, por periodos variables de tiempo, 
que suelen ser de varios meses para alcanzar la dosis de mantenimiento y de 
ahos para conseguir la tolerancia clinica e inmunolôgica (67) (68).
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Este método se ha usado con éxito en los casos de alergia a pôlenes y se ha 
visto que también puede mejorar algunos casos de alergia alimentaria 
producidos por reactividad cruzada con pôlenes, como se ha descrito para la 
alergia a la manzana tratada con inmunoterapia con extracto de polen de abedul 
(69). Sin embargo, la utilizaciôn de extractos naturales para terapia, como ya se 
dijo en lo que respecta a diagnôstico, présenta muchos problemas, sobre todo en 
lo que refiere a la estandarizaciôn de dichos extractos. Por ello es necesaria la 
bùsqueda de nuevas estrategias (9), entre las que destacan:
a. ADN plasmidico y secuencias CpG: Se busca conseguir una desviaciôn 
de la respuesta inmune de tipo Th2 hacia una de tipo Thl (70). Para ello se utilizan 
plâsmidos que contienen la secuencia del alérgeno. Esta técnica se ha utilizado 
con éxito para el alérgeno de lâtex Hev b 5 (74), Bet v 1 de abedul (72) y Cry j 1 del 
cedro japonés (73).
Las secuencias inmunoestimuladoras de ADN con motivos CpG (nucleôtido 
citosina seguido de guanina, con un grupo fosfato uniendo ambas bases) son 
adyuvantes bacterianos que, también provoca una desviaciôn hacia Thl de la 
respuesta inmune, activando las células presentadoras de antigeno, las células 
citotôxicas y las células B (74). Es decir, potencian la inmunogenicidad 
minimizando la alergenicinidad (73).
b. Anticuerpos anti-IgE: comercializado con el nombre de Omalizumab, 
son anticuerpos monoclonales anti IgE, que bloquean su fijaciôn a los receptores 
especificos de las células efectoras (mastocitos), reduciendo de este modo las 
respuestas alérgicas como las que provocan el asma o la rinitis estacional (76).
c. Alérgenos recombinantes: la tecnologia de ADN recombinante ha 
permitido la clonaciôn de numerosas secuencias codificantes de proteinas 
alergénicas. Su posterior producciôn en sistemas heterôlogos, como Pichia 
pastoris, E. coîi o células de insecto infectadas por Baculovirus, entre otros, 
permite conseguir gran cantidad de estos alérgenos de manera estandarizada, lo 
cual contribuye a su caracterizaciôn como alérgenos. De los sistemas de
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expresiôn existentes, tanto las levaduras Pichia pastoris como las células de insecto 
son excelentes para la producciôn de proteinas procedentes de organismes 
eucariotas, ya que permiten la incorporaciôn de modificaciones post- 
traduccionales, taies como glicosilaciôn, que no son posibles en sistemas 
procariotas como £. coli.
6.1 Aplicaciones de los alérgenos recombinantes
La disponibilidad de una gran cantidad de alérgeno recombinante, 
purificado y estandarizado ha permitido determinar los epitopos T y B de 
algunos alérgenos. Para la identificaciôn de los epitopos T, se disehan unos 
péptidos a partir de la secuencia conocida del alérgeno, con las regiones 
potencialmente alergénicas, que inducirân la proliferaciôn de los linfocitos T de 
los pacientes alérgicos y permitirân el mapeo de los epitopos T (77) (78) Para el 
mapeo de los epitopos B résulta de gran ayuda conocer la estructura terciaria de 
la proteina implicada, ya que en su mayoria son epitopos conformacionales. La 
identificaciôn de estos epitopos se realiza evaluando la uniôn de IgE al alérgeno 
(79) (80) (81) (82) (83)^  para lo que ha resultado ser de gran utilidad la tecnologia de los 
microarrays y los mimotopos.
Los mimotopos son péptidos capaces de unirse a un anticuerpo, por ser 
capaces de simular el comportamiento del antigeno natural. Existen dos tipos de 
simulaciôn, la antigénica y la inmunogénica. En la primera el mimotopo es capaz 
de unirse al sitio de uniôn del anticuerpo y de competir con el antigeno natural 
por la uniôn a este sitio. Esto es suficiente cuando el objetivo es determinar la 
secuencia reconocida por el anticuerpo de interés, como en el caso del mapeo 
epitôpico (84), como se ha realizado en el alérgeno de melocotôn Pru p 3 (83). 
Cuando el fin es utilizar el mimotopo como candidato para la vacunaciôn, éste 
habrâ de mimetizar el comportamiento inmunolôgico (simulaciôn inmunogénica) 
del antigeno natural (86).
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Otra aplicaciôn de los alérgenos recombinantes es la obtenciôn de formas 
mutantes, que puede conseguirse por distintos métodos: por cambios en 
nucleôtidos concretos (gen mutado), por introducciôn de fragmentes de ADN en 
otro gen distinto (gen quimérico o hibrido) o por una delecciôn del ADN (gen 
truncado). Las formas mutantes dan lugar a distintas caracteristicas en los 
alérgenos, que facilitan su estudio a nivel molecular e inmunolôgico.
Los alérgenos recombinantes también tienen aplicaciones clinicas, sobre 
todo en lo que se refiere al diagnôstico y a la utilizaciôn de una futura 
inmunoterapia, ya que en la actualidad existen ciertas limitaciones légales en 
algunos paises para la utilizaciôn de proteinas recombinantes en humanos.
En términos de diagnôstico pueden realizarse mezclas de alérgenos 
recombinantes, cada uno de ellos en concentraciones ôptimas (87) (88)^  lo que 
mejoraria en gran medida los diagnôsticos con extractos en los que existen 
alérgenos lâbiles o en pequenas concentraciones. Ademâs permite realizar un 
perfil de cada paciente, o lo que se conoce como CDR (del inglés. Component 
Resolved Diagnosis) (89).
En inmunoterapia séria de interés el generar modelos animales con 
alérgenos recombinantes que permitan evaluar diferentes terapias antes de ser 
aplicadas en humanos. Ademâs, séria interesante poder llevar a cabo la 
inmunoterapia conocida como CRIT (del inglés component resolved 
immunotherapy) (87), para lo que se utilizan côcteles de alérgenos recombinantes 
preparados segûn el patron de sensibilizaciôn de cada paciente.
Por otro lado, el uso de hipoalérgenos recombinantes contribuiria a lograr 
que la inmunoterapia fuera mâs segura para el paciente, ya que con estas 
moléculas se consigue que haya una menor capacidad de uniôn de las IgEs. Estos 
hipoalérgenos no son sin embargo ûtiles en términos de diagnosis, ya que para 
este fin es necesario que los alérgenos que se estân utilizando mantengan intacta 
su capacidad de fijaciôn de inmunoglobulinas, por lo que resultan mâs 
adecuados los alérgenos recombinantes sin ninguna modificaciôn.
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En resumen, podemos decir que las proteinas recombinantes podrian ser de 
gran ayuda para lograr una estandarizaciôn de los extractos alergénicos para 
lograr un mejor diagnôstico, asi como para el desarrollo de una inmunoterapia 
mâs segura basada en hipoalérgenos y mezclas de proteinas para el tratamiento 
especifico de cada paciente.
7. Cucurbitàceas y sandia
A pesar de que la alergia a frutas es una causa muy frecuente de alergia 
alimentaria en adultos, que ha sido ampliamente estudiada, existen pocos 
estudios acerca de la alergia a los alimentos de origen vegetal pertenecientes a la 
familia de las cucurbitàceas.
Las cucurbitàceas son una amplia familia de frutas y verduras que incluye, 
entre otras, melôn, pepino, calabacin, calabaza, sandia, etc. La alergia a estas 
frutas no ha sido muy estudiada hasta la fecha, salvo por los estudios realizados 
en melôn.
La alergia a melôn es una de las mâs frecuentes dentro de las alergias a 
frutas (90) (91)^  causando SAO como sintoma mâs caracteristico (92) (93) (94) (95) 
Ademâs provoca reacciones cruzadas con otras frutas (92) (95) (96) y con lâtex (97). 
Hasta la fecha han sido descritos très alérgenos de esta fruta: Cue m 1 (98), Cue m 
2 (99) y Cue m 3 (92).
Cue m 1 es alérgeno principal y se caracteriza por ser una serin-proteasa 
alcalina homôloga a la subtilisina bacteriana, termoestable y que se encuentra 
glicosilada (400). Tiene una masa molecular de 54 kDa en su forma madura (98) y  
constituye el 10% de la proteina total de la fruta (4 )^. Cue m 2, de 13 kDa, es el 
panalérgeno profilina, también alérgeno principal en melôn (99) y  Cue m 3, es una 
proteina de 16 kDa perteneciente a la familia de las proteinas de defensa PR-1 
(401).
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Ademâs, se han realizado estudios para el m apeo de epitopos potenciales 
de union a IgE de la profilina de melôn. Cue m 2, para lo que se han utilizado 
métodos basados en m odelado tridimensional y anâlisis de péptidos sintéticos 
(82). Asi se han descrito dos epitopos principales que solapan parcialmente con el 
sito de uniôn a actina: El (residuos 66-75 y 81-93) y E2 (residuos 95-99 y 122-131) 
y otros dos epitopos, con menor capacidad de uniôn a IgE: E3 (residuos 2-10) y 
E4 (residuos 35-45) (82).
La sandia (Citrullus Ianatus) es originaria de Africa, pero posteriorm ente fue 
distribuida al resto del m undo. En Europa, hay que destacar su elevado consumo 
en los paises de la regiôn m editerrânea, particularm ente en Espana, Italia y 
Grecia, que son los productores principales (43). Es una fruta que posee un 
elevado contenido en agua (92%) y azûcares. Pueden considerarse dos grupos de 
variedades hibridas existentes en el mercado (figura 4):
• Variedades Tipo Crim son", de corteza rayada
• Variedades. "Tipo Sugar Baby", de corteza verde oscuro.
Figura 4: Variedades de sandia. A la izquierda se puede observar el tipo "Crimsom", de corteza 
rayada, y a la derecha el tipo "Sugar Baby", con corteza lisa y de color verde oscuro.
Dentro de ambos tipos pueden encontrarse sandias con semillas y sin 
semillas, aunque generalmente las sandias triploides (sin semillas) son "tipo 
Crimson", por lo que la piel rayada estâ siendo un carâcter diferenciador para el 
consumidor entre sandia con semillas y sin semillas.
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Desde que en 1970 Anderson et al. (9i) describieran la asociaciôn entre los 
sintomas producidos por alergia al polen de ambrosia y los sintomas 
orofaringeos inducidos por alimentos de origen vegetal en pacientes de los 
Estados Unidos, se ha estudiado muy poco acerca de la alergia a la sandia. En el 
ano 1987 Enberg et al. O02) demostraron la existencia de reactividad cruzada entre 
la sandia y polen de ambrosia y, un ano después, describiô la presencia de varias 
proteinas con capacidad de unir IgE, utilizando técnicas de isoelectroenfoque O03) 
Siguiendo con estos estudios, Jordan-Wegner et al. (404) observaron que los 
pacientes alérgicos a sandia presentaban reactividad frente a una proteina de 
aproximadamente 15 kDa y Asero et. al. (405) describieron que existia una elevada 
prevalencia de SAO inducido al ingerir sandia en pacientes sensibilizados a 
profilina. A pesar de los grandes avances realizados hasta la fecha en lo que a 
caracterizaciôn de alérgenos alimentarios se refiere, hasta ahora no se habia 




El objetivo principal de esta tesis es la identificaciôn de los alérgenos implicados 
en las reacciones de alergia a sandia, asi como su clonaciôn y caracterizaciôn, con 
el fin de poder encontrar, en un futuro prôximo, nuevas posibilidades en el 
diagnôstico y en el tratamiento de la alergia a sandia en concreto y de otras frutas 
en general, para lo que se plantearon los siguientes objetivos concretos:
1) Caracterizaciôn de los pacientes con alergia a sandia.
2) Identificaciôn de los alérgenos principales de sandia.
3) Purificaciôn y caracterizaciôn de los alérgenos principales de sandia.
4) Clonaje de los alérgenos principales de sandia.
5) Comparaciôn de las caracteristicas inmunolôgicas entre las formas natural 





Purificaciôn y caracterizaciôn de proteinas
1. Soluciones y tampones:
1.1. Tampones
- PB S (Buffer phosphate saline): 20 mM NaH2P0 4 , 20 mM Na2HP04 y 150 mM 
NaCI, pH  7.9.
- PBS-T: PBS con 0.1 % (v/ v) Tween 20.
- PBS-T 0.05%: PBS con 0.05% (v/ v) Tween 20.
-Tampon de solubilizaciôn: 10 mM K2HPO4 pH 7, 2% (p /v) PVPP
(polivinilpolipirrolidona) y 2 mM EDTA (âcido etilén-diamintetraacético 
disôdico).
- Tampon de carga de electroforesis: 0.1 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% (p/v) SDS, 20% 
(p/v) glicerol, 10% (p/v) 2 p-mercaptoetanol y 0.02% (p/v) azul de bromofenol.
- Tampon de electroforesis: 0.025 M Tris-HCl, pH 8.3, 0.192 M glicocola y 0.1% 
(p/v) SDS.
- Tampon NET: 0.5 M Tris-HCl, 1.5 M NaCl, 0.05 M EDTA, 0.5% (v/v) Triton X- 
100, pH  7.5.
- Soluciôn de azul Coomasie R-250: 0.3% (p/v) Coomasie Brilliant Blue R-250, 
45% (v/v) metanol y 10% (v/v) âcido acético.
- Tampon de transferencia: 4.8 mM Tris-HCl, 3.9 mM glicocola, 20% (v/v) 
metanol y 0.036% (p/v) SDS.
- Tampon CAPS: 10 mM Âcido 3-(ciclohexilamino-1 -propanosulfonico) pH  11, 
10% (v/v) metanol.
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- Tampon de bloqueo para ConcanavalinaA: 50 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 2% 
(p /v) PVPP.
- Soluciôn de lavado de ConcanavalinaA: PBS con 0.1% (v /v) Triton X-100.
- Tampon de digestion con pepsina: 0.7% (v/v) HCl, 30mM de NaCl, pH 1.2.
- Tampon de bloqueo de ELISA: 0.05% PBS-T con 2% (p/v) leche en polvo.
- TAE: 40 mM Tris-acetato (484 g /l  de Tris-base y 1.14 ml/1 de âcido acético 
glacial), 2 mM EDTA.
- Tampon de aplicaciôn de ADN (6x): 0.25% (p/v) azul de Bromofenol, 0.25% 
(p /v) cianol de xileno, 30% (v/v) glicerol.
1.2. M edios de cultivo
- BacPAK complete medium (Clontech): Composiciôn; Medio bâsico de Grace, 
(suplementado con yestolate, hidrolizado de lactoalbùmina, y L-glutamina), 10% 
FBS (suero bovino fetal) y gentamicina (50p.g/ml).
- BMGH: 13.4 g /l  de de base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos, 100 
mM K2HPO4 pH 6.0, 400 p g /l de biotina, 10 ml/1 de glicerol. Se esterilizô por 
autoclavado durante 21 min a 120 °C.
- BMGY: 10 g / l  de extracto de levadura, 20 g /l  de peptona, 10 ml/1 de glicerol,
13.4 g / l  de base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos, 400 pg/1 de 
biotina, 100 mM K2HPO4, pH 6.0. Se esterilizô por autoclavado durante 21 min a 
120 °C.
-BMMH: 13.4 g / l  de base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos, 100 mM 
K2HPO4, pH 6.0, 400 p g /l de biotina, 5 ml/1 de glicerol. Se esterilizô por 
autoclavado durante 21 min a 120 °C.
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- BMMY: 10 g /l  de extracto de levadura, 20 g / l  de peptona, 5 ml/1 de metanol,
13.4 g /l  de base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos, 400 pg/1 de 
biotina, 100 mM K2HPO4, pH 6.0. Se esterilizô por autoclavado durante 21 min a 
120 °C.
- Grace medio bâsico (Clontech): es un medio de cultivo bâsico comercial, que 
no contiene suplementos proteinicos.
- Grace 2x medio bâsico (Clontech): Medio de cultivo comercial que se utiliza 
suplementado con yestolate, hidrolizado de lactoalbùmina, y L-glutamina.
- LB (de baja fuerza iônica): 1% (p/v) triptona bacteriolôgica, 0.5% (p/v) extracto 
de levadura y 0.5% (p /v ) NaCl. Para el crecimiento de las células en medio 
sôlido se ahadiô agar a 15 g /l. Para la selecciôn de transformantes de E. coli con el 
vector pGEM se ahadiô al medio ampicilina (100 p g / ml) y para la selecciôn de 
transformantes de £. coli (TOP 10) con el vector de expresiôn pPICZaA, se ahadiô 
al medio el antibiôtico zeocina (25 pg/m l). Se esterilizô por autoclavado durante 
21 min a 120 °C.
- MGYH: 10 g /l  de extracto de levadura, 20 g /l  de peptona, 10 ml/1 de glicerol,
13.4 g /l  de base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos, 400 pg/1 de 
biotina, 100 mM K2HPO4, pH 6.0, 0 .4g/1 de histidina. Se esterilizô por 
autoclavado durante 21 min a 120 °C.
- MMH: 5 ml/1 de metanol, 13.4 g / l  de base de nitrôgeno para levaduras sin 
aminoâcidos, 400 pg/1 de biotina. Se esterilizô por autoclavado durante 21 min a 
120 °C.
- SOC: 2% (p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM 
KCl, 10 mM MgCb, 10 mM MgS0 4  y 20 mM glucosa. Se utilizô para el 
crecimiento de células E.coli (TOP 10) durante el proceso de transformaciôn. Se 
esterilizô por autoclavado durante 21 min a 120 °C.
- YNB: Base de nitrôgeno para levaduras sin aminoâcidos
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- YPD: 10 g / l  de extracto de levadura, 20 g /l  de peptona, 20 g /l  de D-glucosa, 15 
g / l  de agar (para medio sôlido). Se esterilizô por autoclavado durante 21 min a 
120 °C.
- YPDS: 10 g /l  de extracto de levadura, 20 g /l de peptona, 20 g / l  de D-glucosa, 
182.2 g / l  de sorbitol, 15 g /l  de agar (para medio sôlido). Se esterilizô por 
autoclavado durante 21 min a 120 °C.
2. Producciôn de los extractos alergénicos
Los extractos fueron obtenidos a partir de la variedad de sandia Citrullus 
lanatus lanatus, la mas consumida en Espaha.
La pulpa de la fruta se homogeneizô con una licuadora y se siguiô un 
protocole de extracciôn de proteinas consistente en agitaciôn magnética a 4 °C 
durante 12 horas, en presencia de tampôn de solubilizaciôn. Posteriormente, el 
extracto se centrifugô a 15000 x g a 4‘^ C durante 2 horas. El precipitado, 
compuesto fundamentalmente por fibras y semillas, fue descartado. El 
sobrenadante, con las proteinas solubilizadas, fue esterilizado por filtraciôn a 
través de un filtro con poro de 0.22 pm.
Para eliminar del extracto los azùcares y otros componentes no proteicos 
se realizô una cromatografia de intercambio aniônico utilizando la columna Q- 
Sepharose (GE-Healhcare) 0®^). La muestra se dializô frente a tampôn Tris-HCl 50 
mM, pH 8.8 y posteriormente se cargô la columna con 200 ml de extracto de 
sandia y se eluyô con tampôn Tris-HCl 50mM, 2 M de NaCl, pH 8.8.
Para realizar los experimentos in vitro, el eluido obtenido de la 
cromatografia se concentrô utilizando el sistema de Amicon (Millipore) con 
membranas de celulosa y se dializô frente a bicarbonate amônico para eliminar el 
exceso de sales del extracto. La concentraciôn se ajustô a 1 m g/m l.
46
3. Valoraciôn de proteinas
Para calcular la concentraciôn de proteinas présente en los extractos y de 
las proteinas purificadas se siguiô el protocolo de Bradford utilizando el 
reactivo Coomassie Plus (Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante.
4. Purificaciôn de proteinas alergénicas
Las proteinas alergénicas présentes en el extracto de sandia fueron 
purificadas por diferentes pasos cromatogrâficos utilizando un sistema FPLC 
AKTA Purifier (GE-Healthcare). Después de cada cromatografia, las fracciones 
que contenian las proteinas eluidas se dializaron frente a bicarbonate amônico, 
para reducir su concentraciôn de sales y posterirmente fueron liofilizadas.
4.1. Columnas de cromatografia
HiPrep 16/10 DEAE FF (GE-Ffealthcare) : Columna de intercambio 
aniônico, Equilibrada en 50 mM Tris-HCl pH 7.4. Las proteinas se 
eluyeron con un gradiente lineal de NaCl desde 0 hasta 0.5 M.
Superdex 75 10/300 (GE-Healthcare): Columna de cromatografia de 
penetrabilidad. Equilibrada en tampôn PBS.
M ono-Q 5/50 CL (GE-Healthcare): Columna de intercambio aniônico. 
Equilibrada con 20 mM Tris-HCl pH 7.9. Las proteinas se eluyeron con 
un gradiente lineal de 0 a 0.5M de NaCl.
Source 15PHE 4.6/100 PE (GE-Healthcare): Columna de
hidrofobicidad. Equilibrada con 20 mM Tris, 1 M (NH4)2S04. Las 
proteinas se eluyeron con un gradiente lineal de 1 M a 0 M de
(N H 4 )2 S 0 4 .
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Sepharose poly-proline (preparada en el laboratorio): Equilibrada en 
100 mM KCl, 100 mM Gly, 10 mM Tris-HCl, 0.5 mM DTT; pH 7.8 
(tampon A). Tampones de elucion: 100 mM KCl, 100 mM Gly, 10 mM 
Tris-HCl, 0.5 mM DTT, 3 M urea; pH 7.8 (tampon B) y 100 mM KCl, 100 
mM Gly, 10 mM Tris-HCl, 0.5 mM DTT, 8M urea; pH 7.8 (tampon C). 
Sepharose anti-MDH (preparada en el laboratorio): Equilibrada en 
tampon PBS. Tampon de elucion: 0.1 M glicocola, pH 2.5, Tampon de 
neutralizacion: 1 M Tris-HCl, pH 8.
HiTrap chelating (GE-Healthcare): Equilibrada en 20 mM Na2HP0 4 , 
0.5M NaCl y 20 mM de Imidazol. Las proteinas se eluyeron con 0.02 M 
Na2HP04, 0.5 M NaCl y 0.5 M de Imidazol.
4.2. Preparacion de la columna de Sepharose poly-proline
La Sepharose 4B (GE-Healthcare) se lavo con una soluciôn 1 mM HCl, 
mediante filtraciôn por gravedad utilizando un filtro de cristal. Por otro lado, el 
ligando (poly-prolina, GE-Healthcare) se resuspendiô en tampon de uniôn (0.1 M 
NaHCOs pH 8.3 con 0.5 M de NaCl). Posteriormente, la Sepharose se incubô 
utilizando el mismo tampôn, durante toda la noche a 4 °C, en agitaciôn, en 
presencia del ligando, en una relaciôn de Im g de poly-prolina/g de Sepharose 
4B.
Tras centrifugar durante 5 minutes a 14.000 rpm  en microfuga, se descartô 
el sobrenadante conteniendo el exceso de poly-prolina y se ahadiô el tampôn de 
bloqueo de los grupos réactivés, consistente en 1 M Tris-HCl, pH  8.
Antes del montaje de la columna se realizaron 3 ciclos de lavados con pH 
alternantes, utilizando 0.1 M de âcido acético pH 4 y el tampôn de uniôn, de pH  
8, con el fin de eliminar uniones inespecificas. Una vez montada la columna y 
para evitar las uniones inespecificas, se cargaron 500 gl de suero humane, que se
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lavo con tampon de equilibrado, y se eluyô con los tampones B y C. Finalmente 
la columna se équilibré en tampon A.
5. Electroforesis desnaturalizante en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE)
Las electroforesis se llevaron a cabo segun el método de Laemmli La 
polimerizaciôn de los geles y el desarrollo de las electroforesis se llevaron a cabo 
en los sistemas de Hoeffer y Mini-Protean III de Bio-Rad. Los marcadores de peso 
molecular utilizados fueron los Broad Range (Bio Rad).
Las concentraciones de acrilamida fueron del 12% y del 14% (p/v) para el 
gel separador, segun las necesidades especificas de cada caso, y del 5% (p/v) 
para el gel concentrador. Las muestras se prepararon en tampôn de carga y, 
posteriormente, se desnaturalizaron calentando 5 minutos a 95 °C. Se cargo en 
cada pocillo una cantidad de proteina de 50 pg.
Los geles se corrieron a una intensidad constante de 25 mA, en tam pon de 
electroforesis.
6. Visualizaciôn de proteinas en SDS-PAGE
Para su visualizaciôn, los geles se tineron con soluciôn de azul Coomasie 




Las proteinas separadas por electroforesis fueron transferidas a 
membranas de nitrocelulosa (GE-Healthcare) segûn el método de Towbin et al. 
de transferencia semiseca con una intensidad de corriente constante de 1 
mA/cm^ de membrana durante 1 hora. La eficacia de la transferencia se 
comprobô mediante tinciôn de las membranas con el colorante rojo Ponceau para 
visualizar las bandas proteicas. Los marcadores de peso molecular (Bio-Rad), que 
no estaban pretenidos, se marcaron con un lâpiz con el fin de visualizarlos 
posteriormente. Las membranas fueron destenidas con agua para eliminar el 
colorante, antes de ser bloqueadas.
8. Identificaciôn de proteinas:
8.1. Secuenciacion de Edman:
La secuencia de la region amino terminal de proteinas se déterminé 
mediante degradaciôn de Edman automâtica, en el Servicio de Quimica de 
Proteinas del Centro de Investigaciones Biolôgicas (CIB), de Madrid.
En este caso, se introducen algunas modificaciones en el protocolo de 
electroforesis a) los geles se preparan con una antelaciôn de 24 horas y se 
guardan a 4 °C, con el fin de permitir la compléta polimerizaciôn de la 
acrilamida; b) se anade âcido tioglicôlico al tampôn de electroforesis de la parte 
superior de la cubeta hasta una concentraciôn final de 0.002% (v/v) y c) los geles 
se corren durante 30-60 minutos a 10 mA antes de cargar las muestras.
En este caso, para la transferencia de las proteinas se uülizaron 
membranas ProBlott de PVDF (Applied Biosystems) con tam pôn CAPS, que 
posteriormente fueron tenidas con azul Coomassie, cortadas con un bisturi y 
secuenciadas. Para identificar las proteinas, las secuencias del extreme amino
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terminal se analizaron informâticamente en un programa de BLAST disponible 
en el servidor Expasy (www.expasy.org).
8.2. Identificaciôn de las proteinas por espectrometria de masas:
Las bandas que se deseaban identificar se cortaron del gel de 
poliacrilamida con un bisturi estéril y se digirieron con tripsina segûn el método 
de Shevchenko et al. (m). Las proteinas digeridas en el gel fueron purificadas 
segûn el método descrito por Gobom et al. 0^ )^.
Los péptidos se analizaron en un espectrômetro de masas 4800 MALDI- 
TOF-TOF (Applied Biosystems, Foster City, CA). El espectrômetro fue calibrado 
con productos de la autolisis de la tripsina, resultando en una aproximaciôn a la 
masa teôrica de ± 50 ppm. Los espectros obtenidos se analizaron
informâticamente para la identificaciôn de las distintas proteinas. En algunos 
casos se llevô a cabo la identificaciôn por MS/MS.
La identificaciôn se realizô buscando las secuencias no redundantes en una 
base de datos (NCBI) utilizando el programa Mascot. Se utilizô una tolerancia de 
la masa monoisotôpica menor a 50 ppm, permitiendo la falta de una escisiôn de 
la enzima de restricciôn. Entre las modificaciones permitidas se encuentran la 
carbamidometilaciôn de las cisteinas (modificaciôn fija) y la oxidaciôn de las 
metioninas (modificaciôn variable).
Estos experimentos fueron realizados en la Unidad de Proteômica de la 
Facultad de Farmacia (UCM), miembro de ProteoRed y en el servicio de 
Proteômica del Hospital Nacional de Parapléjicos.
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9. Deteccion de glicoproteînas: Tinciôn con
Concanavalina A
Para la deteccion de glicosilaciones en las proteinas recombinantes se 
utilizô el protocolo de tinciôn con la lectina concanavalina A (ConA), que se une 
a Alfa D Glucosa y Alfa D Manosa y que permite la detecciôn de hasta Igg  de 
proteina glicosilada.
Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se 
bloquearon durante 1 hora con tampôn de bloqueo para ConA y a continuaciôn 
se incubaron durante 1 hora con la lectina biotinilada (10 pg / ml; Pierce), disuelta 
en el mismo tampôn. Tras lavar la membrana con soluciôn de lavado de ConA, 
esta se incubô con estreptavidina peroxidasa 1:1000 durante 1 hora. El revelado 
se realizô incubando con 0.3 m g/m l de 3 -diaminobencidina-HCl (DAB) con
0.05% (v/v) de H 2O2 . La reacciôn se detuvo ahadiendo agua destilada.
10. Sensibilidad a Pepsina
Con el fin de analizar la estabilidad de las proteinas del extracto de sandia 
a la digestion in vitro, se disolvieron las proteinas présentes en el extracto total de 
sandia a una concentraciôn de 2 m g / ml en tampôn de digestiôn, precalentado a 
37 °C Posteriormente se ahadiô la pepsina A (Sigma) a una concentraciôn 
final de 0.32% (p/v) y se incubô a 37 °C en agitaciôn durante 30 minutos, en los 
que se tomaron allcuotas a distintos tiempos (30 segundos, 5 minutos, 15 minutos 
y 20 minutos, respectivamente) para comprobar la sensibilidad de las proteinas a 
la pepsina. El control negativo se realizô siguiendo el mismo protocolo sin 
ahadir la enzima. Para detener la reacciôn se redisolvieron las muestras en 
tampôn de carga de electroforesis y se analizaron por inmunodetecciôn con los 
sueros de los pacientes alérgicos a sandia.
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11. Determinaciôn de paràmetros moleculares
11.1. Masa molecular y punto isoeléctrico
El câlculo teôrico de la masa molecular y punto isoeléctrico de proteinas se 
llevô a cabo mediante el anâlisis de las estructuras primarias de las proteinas, 
gracias al programa ProtParam disponible en el servidor Expasy 
(h ttp ://w ivw .expasy . c h / too ls/protparam.html).
11.2. Predicciôn de estructura secundaria
La predicciôn de estructura secundaria de proteinas a partir de sus 
secuencias de aminoâcidos se llevô a cabo mediante la aplicaciôn de métodos 
estadlsticos descritos por Garnier y col. (1996), disponibles en el servidor Expasy: 
(h ttp :// npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_gor4.html).
11.3. Predicciones de hidrofobicidad v antigenicidad
A partir de las secuencias de aminoâcidos de los distintas proteinas 
alergénicas, y utilizando el método estadlstico de Welling y col. (1985), se 
obtuvieron los perfiles de antigenicidad
(http: /  /  www.expasy.ch/ tools /  protscale.html).
Las predicciones de hidrofobicidad se llevaron a cabo segûn el programa descrito 
por Kyte y Doolittle (1982), disponible en el servidor Expasy 
(h ttp ://w w w .expasy .ch/ too ls/protscale.html).
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11.4. Predicciôn de estructura terciaria
La obtenciôn de modelos teôricos de estructura terciaria se llevaron a cabo 
empleando el programa Swiss-Model (Guex y Peitsch, 1997), disponible en el 
servidor Expasy (h ttp :// swissmodel.expasy.org/) 9^ )^.
Caracterizaciôn inmunoiôgica
1. Caracterizaciôn de pacientes
Se estudiaron pacientes adultos procedentes de la consulta de alergia. Para 
realizar el diagnôstico de alergia alimentaria se siguiô el protocolo aprobado por 
el Subcomité de reacciones adversas producidas por alimentos de la Sociedad 
Espanola de Alergia e Inmunologia Clinica (SEAIC).
El diagnôstico de la alergia a sandia se basô en los sintomas provocados al 
ingerir esta fruta, con resultados positivos en las pruebas cutâneas, confirmados 
con una provocaciôn oral abierta para la pulpa de sandia. No fueron incluidos 
aquellos pacientes que presenten alguno de los siguientes criterios de exclusiôn:
Pacientes embarazadas o lactantes.
Pacientes con trastornos cutâneos o necesidad de medicaciôn que impida una 
correcta valoraciôn de las pruebas cutâneas.
Pacientes con transtomos mentales que impidan el normal desarrollo del 
protocolo.
- Pacientes que no deseaban participar en el estudio.
- Situaciônes en las que estâ contraindicada el uso de adrenalina. Aunque en 
principio no es prévisible la presencia de reacciones sistémicas, como medida 
de precauciôn se evitarâ la inclusiôn de estos pacientes: isquemia cardiaca, 
hipertiroidismo, hipertensiôn arterial, tratamiento con betabloqueantes, etc.
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La caracterizaciôn de los pacientes se puede dividir en très pasos:
1. Historia clinica (anamnesis)
Se realizô un historial clinico a todos los pacientes en el servicio de alergia 
de la Fundaciôn Jiménez Dlaz.
2. Pruebas cutâneas
Se realizaron pruebas cutâneas de tipo SPPT con pulpa de sandia y una 
lanceta estéril (Alk-lancet, Alk-Abellô) siguiendo la técnica descrita por Dreborg 
et al. 9^ )^, siguiendo las instrucciones de la EAACI Todos los ensayos se 
realizaron por duplicado.
Se utilizaron como contrôles positive y negativo una soluciôn de 10 
m g/m l de histamina y soluciôn salina, respectivamente.
Se consideraron positivas aquellas pruebas cutâneas con una pâpula de 
diâmetro 3 mm mayor que la obtenida con el control negativo.
3. Provocaciôn oral de tipo abierta
Se administraba a los pacientes una porciôn de sandia en pequehas dosis 
que habian de masticar y tragar. Las dosis eran incrementadas hasta obtener una 
respuesta positiva o hasta que el paciente acababa la porciôn de compléta sin 
experimentar sintomas.
Una vez seleccionados los pacientes se comprobô por inmunodetecciôn la 
presencia de IgE especifica a profilina en el suero.
2. Preparacion de sueros
Se usaron los sueros de pacientes alérgicos a sandia y una mezcla de los 
mismos. Ademâs sueros de personas no atôpicas se utilizaron como contrôles
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negativos. Todas las personas dieron su consentimiento informado acerca de la 
participacion en el estudio (anexo I).
3. Anticuerpos utilizados y producciôn de 
anticuerpos policlonales
Se utilizaron anticuerpos comerciales (Nordic Immunology, Cultek) 
policlonales de cabra anti IgE humana, de cabra anti IgG de conejo y de cabra 
anti IgG de raton, todos ellos conjugados con peroxidasa.
Los anticuerpos policlonales fueron producidos en el laboratorio 
mediante la inmunizacion intramuscular de un conejo macho de 3 Kg de peso, 
durante seis semanas consecutivas con 100 |ig de proteina purificada disuelta en 
200 pi de PBS junto con 350 pi de adyuvante complete de Ereund.
6 s e n i a i u i s c o n s e ( U t i v a s
»
suero
Figura 5: Esquema de inmunizaciôn de los conejos mediante inyecciones intramusculares.
En el caso del anticuerpo policlonal anti-profilina se inmunizo al conejo 
con profilina recombinante de sandia obtenida en el laboratorio, mientras que en 
el caso del policlonal anti-MDH la inmunizacion se realizô con una malato 
deshidrogenasa comercial procedente de corazon de cerdo (Sigma).
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Se realizô una titulaciôn mediante ELISA del anticuerpo obtenido, 
utilizando como fase sôlida la proteina recombinante y BSA como control 
negativo e incubando con concentraciones decrecientes de anticuerpo, hasta 
establecer cuâl era la diluciôn ôptima.
4. Inmunodetecciôn y ensayos de inhibiciôn
En el caso de que las membranas fueran a ser incubadas con los sueros de 
pacientes alérgicos, el bloqueo se realizô con una disoluciôn de PBS-T, 3% de 
leche desnatada y 3% de BSA, durante 2 horas a temperatura ambiente. Las 
membranas transferidas y bloqueadas se incubaron durante toda la noche a 4 °C 
con los sueros de los pacientes diluidos 1/10 en tampôn NET. Tras lavar durante 
5 veces durante 5 minutos con PBS-T, las membranas se incubaron durante 1 
hora con un anticuerpo de cabra anti-IgE humana conjugado con peroxidasa 
diluido 1:5000 en PBS-T 0.05% y 1.5 % de leche desnatada.
Cuando las membranas se iban a incubar con un anticuerpo, se 
introducian algunas modificaciones: el bloqueo se realizaba con PBS/Tween 20 al 
0.1% (PBS-T), 3% de leche desnatada, durante 1 hora a temperatura ambiente y 
los anticuerpos se preparaban en PBS-T 0.05% y 1.5 % de leche desnatada. El 
anticuerpo policlonal era usado a la concentraciôn adecuada obtenida en la 
titulaciôn. La concentraciôn del anticuerpo secundario variaba de 1:5000 a 
1:10000, segûn los requerimientos de cada experimento.
Finalmente, para visualizar las bandas proteicas se empleô el método de 
quimioluminiscencia enzimâtica revelando mediante ECL (GE-Healthcare), 
siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los ensayos de inhibiciôn se realizaron de dos modos diferentes: A) 
Cuando se trataba de un ensayo de inhibiciôn con una proteina purificada se 
preincubaban los sueros de pacientes con 15 pg de dicha proteina durante toda la
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noche a 4 °C. B) Cuando se trataba de una inhibiciôn con extracto completo, lo 
sueros eran preincubados con 50 pg de proteina total durante toda la noche a 4 
"C.
5. Enzimoinmunoensayo (ELISA) indirecto
Todos los ensayos se llevaron a cabo en plaças de poliestireno Immunolon 
4HBX de 96 pocillos (Thermo) de fondo piano y alta capacidad de uniôn, 
realizândose cada uno de ellos por duplicado.
Las plaças eran tapizadas con 30 pg de extracto de sandia en un volumen 
de 100 pl por pocillo o con 2 pg de proteina purificada en 100 pl. En ambos casos 
el tam pôn en el que se diluian las proteinas era 0.05 M carbonato /bicarbonate pH 
9.6 (Sigma). La incubaciôn se realizaba a 4 °C durante toda la noche. Transcurrido 
este tiempo, las plaças se lavaban très veces con 100 pl por pocillo de PBS-T 
0.05%. Tras los lavados, los sitios de uniôn inespecificos eran bloqueados 
incubando las plaças durante 1 hora a temperatura ambiente, con 200 pl por 
pocillo de tampôn de bloqueo de ELISA. A continuaciôn, las plaças se incubaban 
durante 2 horas con los sueros de pacientes diluidos 1/10 en soluciôn de bloqueo. 
Tras repetir los lavados con PBS-T 0.05%, se realizaba la incubaciôn durante 1 
hora con 100 pl por pocillo de un anticuerpo policlonal secundario anti-IgE 
hum ana conjugado con peroxidasa obtenido en cabra (diluciôn 1:2500). Tras 
repetir los lavados se revelaban de las plaças con Tetrametil Benzidina (TMB 
sustrato ultrasensible, Chemicon). La absorbancia se determinô a 650 nm, a los 5 
minutos, sin necesidad de parar la reacciôn.
58
6. ELISA de inhibiciôn
Los sueros de los pacientes alérgicos a sandia se preincubaban sin diluir 
durante 2 horas a temperatura ambiente con distintas cantidades de los extractos 
proteicos de sandia o de las proteinas purificadas. Las cantidades de inhibidor 
utilizadas variaban de 10-^  a lŒ pg de inhibidor/m l de suero. Transcurrido este 
tiempo, los sueros inhibidos se centrifugaban a 14.000 rpm  en microfuga durante 
5 minutos con el fin de eliminar los posibles inmunoprecipitados formados y se 
diluian 1/10 en tampon de bloqueo. Posteriormente, se transfirieron a la plaça 
previamente tapizada y bloqueada, siguiendo el protocolo tal y como se ha 
descrito en el ELISA indirecto.
Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibiciôn obtenido 
frente a una concentraciôn de inhibidor, que se calculô segûn la siguiente 
expresiôn:
% Inhibiciôn = 100 [l-(DOobs - DObla)/ (DOmax - DObla)!
DOobs = densidad ôptica observada en presencia de inhibidor.
DOmax = densidad ôptica en ausencia de inhibidor.
DObla = densidad ôptica en ausencia del antlgeno tapizado.
7. Anâlisis estadlstico
El anâlisis estadlstico fue realizado con el programa SPSS. Los estadlsticos 
descriptivos inclulan la frecuencia de los resultados positivos expresada en 
porcentaje, con un intervalo de confianza del 95% para las variables cualitativas y 
la media ± desviaciôn estândar media (SEM) para las cuantitativas.
Las correlaciones fueron calculadas con el estadlstico de Pearson (r). Los 
valores fueron considerados significativos para valores de P< 0.05.
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Clonaciôn de proteinas alergénicas
1. Electroforesis de àcidos nucleicos
El anâlisis de plâsmidos y fragmentos de DNA se realizô mediante geles 
de agarosa (Conda) al 0.5% (p / v) en tam pôn TAE, segûn Sambrook y col. O^o) 
DNA se visualizô por tinciôn SYBR-Safe (Invitrogen) e iluminaciôn con luz UV 
(X= 310 nm).
2. Extracciôn de ARN
2J Extracciôn con Trizol
Para la extracciôn de ARN de sandia se utilizaron frutas de 2-3 semanas 
tras la polinizaciôn (2 cm de diâmetro), con el fin de conseguir la mayor cantidad 
de ARN posible.
Tras la recolecciôn de las frutas, estas se cortaron en trozos de 1 cm de 
grosor aproximadamente y se introdujeron inmediatamente en soluciôn ARN 
Later (Ambion). Se dejaron durante toda la noche a 4 °C, segûn las instrucciones 
del fabricante. El liquido sobrante fue descartado y los trozos de sandia se 
guardaron a -20 o fueron utilizados para la extracciôn de ARN.
Los fragmentos de sandia se congelaron con N2 liquido y se pulverizaron 
con un mortero previamente esterilizado. Posteriormente se ahadiô el Trizol 
(Invitrogen) y se agitô hasta la homogenizaciôn total de la mezcla. Se incubô a 
temperatura ambiente durante 5 minutos, ahadiendo 200pl de cloroformo por 
cada ml de trizol utilizado y se agita durante 15 segundos. Para la separaciôn de 
las fases de ADN, proteina y ARN, se centrifugô la mezcla a 1.200 rpm  en 
microfuga, a 4 °C durante 15 minutos.
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Para la precipitaciôn del ARN, este se ahadiô sobre 0,5 ml de isopropanol 
y se incubô durante 10 minutos a temperatura ambiente para después 
centrifugarlo a 1200 rpm  en microfuga, a 4 durante 15 minutos. Se recogiô el 
precipitado y tras lavarlo con etanol al 70% y etanol absoluto, se dejô secar el 
precipitado. Finalmente, se resuspendiô en HzO DEPC (Dietilpirocarbonato) 
(Ambion) y se cuantificô.
2.2 Cuantificaciôn de àcidos nucleicos
Para la cuantificaciôn de àcidos nucleicos se utilizô el sistema Nanodrop 
(Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura se realizô 
utilizando un À= 260 nm.
2.3 Extracciôn con kit comercial
Trozos de sandia congelada en Nz liquido se pulverizaron en un mortero 
previamente esterilizado. El ARN total se extrajo con el kit comercial "RNA Plant 
Kit" (Clontech), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.
3. Producciôn de cADN: RT PCR
El cADN se sintetizô a partir del ARN total de sandia y se retrotranscribiô 
a cADN usando el kit comercial Reverse Transcription System" (Promega), 
usando Ipg de ARN total como mol de para la reacciôn.
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4. Técnicas de amplificaciôn de secuencias: PCR
La amplificaciôn del cADN de las proteinas de interés (profilina y MDH) 
se realizô mediante la reacciôn de PCR:
Para una reacciôn de un volumen de 100 pl se utilizô:
■ 10 pl de tampôn de PCR lOx (Promega).
■ 8 pl de desoxinucleôtidos (dNTPs), a una concentraciôn de 2.5mM cada 
uno.
■ 5 pl de cada oligonucleôtido (ida y vuelta) a una concentraciôn de 10 pM.
■ Ing  de ADN plasmidico, que servira como molde para la reacciôn.
■ 2-3 unidades de polimerasa (Pfu, Takara)
■ HiO-mQ autoclavada, hasta un volumen de 100 pl.
La mezcla obtenida se incubô durante 30 ciclos de 30 segundos a 94 ”C; 40 
segundos a la temperatura de hibridaciôn de los oligonucleôtidos (Th) y  30 
segundos a 72 °C, con un ultimo paso de extensiôn final de 10 minutos a 72 °C.
Los productos résultantes se analizan en un gel de agarosa al 1% (p/v) en 
tampôn TAE.
5. Aislamiento de ADN plasmidico
El aislamiento del ADN plasmidico se realizô mediante lisis alcalina, 
centrifugaciôn y precipitaciôn utilizando el kit "Pure Yield Plasmid Midiprep 
System" de Promega, a partir de cultives bacterianos de 25 ml en medio de 
cultivo LB, siguiendo las instrucciones del proveedor.
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6. Enzimas de restricciôn
Las digestiones de ADN y de los plâsmidos se llevaron a cabo con las 
enzimas de restricciôn correspondientes en cada caso, en presencia de BSA. La 
mezcla de reacciôn se incubô a 37 °C durante toda la noche, o a 65 °C para el caso 
de las digestiones realizadas con la enzima de restricciôn Bstx I. En todos los 
casos, el volumen de enzima fue menor al 10% del volumen total de reacciôn, 
para evitar que el glicerol présente afectara a la reacciôn. Para parar la reacciôn 
enzimâtica, las mezclas de reacciôn se congelaron a -20 °C.
7. Ligaciôn
Para la clonaciôn de los fragmentos de ADN en el vector correspondiente 
se utilizô la ligasa del fago T4 (Promega). La mezcla, con una relaciôn molar 5:1 
(inserto: vector), se incubô durante toda la noche a 4 °C.
Para calcular la cantidad de vector y de inserto se empleô la siguiente 
fôrmula, donde la cantidad de vector utilizada fue de 50 ng.
ng de Inserto = [(ng de Vector) x (Kb de Inserto) x (relaciôn molar Inserto : Vector)]/(Kb de Vector)
8. Técnicas de clonaciôn
8.1. Clonaciôn de Profilina
Para la clonaciôn de la profilina se llevo a cabo el siguente procedimiento:
Primero se clonô la proteina en el vector pGEM-T Easy (Promega), 
utilizando los oligonucleôtidos ProWm5' y ProWm3' (tabla 2), diseûados en base
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a las secuencias conocidas de las profilinas de tomate (numéro de acceso NCIB: 
Q93YG7) y melon (numéro de acceso NCIB: CAD92666):
ProWmS :5 GCT GAA GCT ATG TCG TGG CAG(A/G)CG TA(C/T) GTC GATG 
ProWm 3 : 5 TTC AAT CCC CCC GAG GCC CTG CTC GAT AAG GT
El cebador ProWm 3', ademâs de permitir la hibridaciôn con la secuencia 
de la profilina, introduce parte de la secuencia del Factor Xa, necesario para la 
secreciôn de la proteina recombinante al medio extracelular.
Posteriormente y usando como molde el vector pGEM-T Easy conteniendo 
la secuencia de la profilina, se prepararon los constructos para el vector de 
expresiôn pPicZaA mediante técnicas de PCR utilizando los cebadores (tabla 2):
RecKex: 5' CTC GAG AAA AGA GAG GCT GAA GCT ATG TCG TGG CA
Wm 3': 5 ' TCT AGA TCT CCC TTC AAT CCC CCC GAG GCC CT
El cebador RecKex permite la inserciôn dentro del marco de lectura del 
factor a  présente en el plâsmido pPICZaA e incluye una diana de restricciôn para 
la enzima Xho I. El cebador Wm 3% contiene una diana para la enzima de 
restricciôn Xba I y permite la fusiôn de la secuencia que codifica la profilina con 
el epitopo c-myc. Esto facilita la detecciôn de la proteina recombinante mediante 
anticuerpos especificos. Ademâs, la cola de histidinas facilitarâ la posterior 
purificaciôn de la profilina, mediante cromatografia de afinidad.
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8.2. Clonaciôn de la Malato Deshidrogenasa
Para la clonaciôn de la MDH se siguiô la misma técnica que para la de la 
profilina. Esta vez los cebadores utilizados para la primera PCR fueron (tabla 2):
Malida: 5' CTG AAG CTA TGC AGC CGA TTC CG
Malvue: 5' TTC AAT CCC CCCC GCT TCT GAT GAA GGA ACC TCC
Para realizar la PCR que permite completar los constructos e introducir la 
secuencia de la MDH en el vector de expresiôn pPICZaA, para su posterior 
producciôn en Pichia pastoris, los oligonucleôtidos utilizados fueron:
Kex 2+Stel3 univ: 5 CTC GAG AAA AGA GAG CCT GAA GCT ATG 
Malato vuelta: 5 ' GC GGC CGC TCT CCC TTC AAT CCC CCC
El cebador Kex 2+Stel3 univ permite la inserciôn dentro del marco de 
lectura del a-factor pPICZaA e incluye la diana de Xho I. El cebador "Malato 
vuelta", permite la fusiôn con el epitopo c-myc y la cola de histidinas y contiene 
la secuencia de Not I.
Posteriormente, para su clonaciôn en el vector pBacPAK9, para la 
producciôn de malato deshidrogenasa recombinante en células de Sf21 infectadas 
con Baculovirus, el vector pPICZaA se digiriô con las enzimas Xho I y Not I para 
liberar el inserto, que se ligô con el nuevo vector de expresiôn, previamente 
digerido con las mismas enzimas.
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ProWmS': 5 GCT 
GAA GCT ATG 




Malida: 5 CTG AAG 






ProWm 3: 5 TTC 
AAT CCC CCC 
GAG GCC CTG 
CTC GAT AAG GT
59 °C
Malvue: 5TTC AAT CCC 
CCCC GCT TCT GAT 
GAA GGA ACC TCC 59 “C
Cebador de 
ida
RecKex; 5' CTC 
GAG AAA AGA 
GAG GCT GAA 
GCT ATG TCG 
TGGCA
57 "C
Kex 2+Stel3 univ: 5 CTC 
GAG AAA AGA GAG 





Wm 3': 5' TCT 
AGA TCT CCC 
TTC AAT CCC 
CCC GAG GCC CT
63 °C
Malato vuelta: 5' GC 
GGC CGC TCT CCC TTC 
AAT CCC CCC 33 "C
Tabla 2: Resumen de los cebadores utilizados para la clonaciôn de la profilina y de la Malato deshidrogenasa.
9. Secuenciacion de ADN
La secuenciacion de ADN se realizô por el servicio de secuenciaciôn de la 
empresa Secugen (CIB).
10. Microorganismos
10.1. Cepas de E. coli
~ ToplO: F- mer A  A{mrr-hsdKMS-mcrBC) <I>801flcZAM15 AlflcX74 rec A l  deoR 
flrflD139 A (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str^) endA l nupG.
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10.2. Cepas de P. pastoris
- GS115: présenta un genotipo his4, que se traduce en un fenotipo His- Mut+. La 
capacidad de utilizar metanol como fuente de carbono se présenta inalterada, ya 
que no existe mutacion del gen AOXl, mientras que el fenotipo His- significa una 
mutacion en el gen de la histidinol deshidrogenasa HIS4, enzima implicada en la 
biosintesis de histidina por lo que este aminoâcido deberâ ser supelementado.
i l "
Figura 6: Imagen de Pichia pastoris  al M.O ôptico  
(40 aum entos).
10.3. Células de insecto
- IPLB-Sf21: abreviadamente se llaman células Sf21. Son células derivadas de las 
larvas del insecto Spodoptera frugiperda Son proporcionadas en el kit
comercial BacPAK Baculovirus Expression System (Clontech).
El largo genoma de Ac-MNPV (Autographa californica multiple 
Nucleopolyhedrovirus) mas conocido como baculovirus, el prototipo de la familia 
Baculoviridae, dificulta mucho su manipulaciôn. Por ello la clonaciôn de las 
protelnas recombinantes se realiza en dos pasos. Primero, el gen de la proteina de 
interés se introduce dentro de la secuencia modificada del locus de la polihedrina
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en un vector relativamente pequeno (menos de 10 kb), llamado vector de 
transferencia.
En un segundo paso, el vector de transferencia y un vector de expresiôn 
viral se cotransfectan en células de insecto, en este caso las células IPLB-Sf21. El 




s» \ r :
Figura 7: Imagen de células Sf21 sanas vistas al M.O ôptico (40 
aumentos).
Figura 8: Imagen de células Sf21 
infectadas con Baculovirus 
conteniendo el gen de la MDH 
vistas al M.O ôptico (40 aumentos).
11. Vectores plasmidicos de clonaciôn
pGEM (pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega): Se utilizô para clonar 
los fragmentes de ADN obtenidos por PCR siguiendo el protocole de ligaciôn 
propuesto por Promega.
12. Vectores plasmidicos de expresiôn
12.1. Vectores plasmidicos para la expresiôn en P. pastoris
pPICZocA: (EasySelect. Pichia Expression Kit, Invitrogen). Plâsmido de 3.6 
kb, que contiene un gen de resistencia al antibiôtico zeocina para la selecciôn de 
las células transformantes. Présenta ademâs la region promotora y otra de
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terminaciôn de la transcripciôn del gen A O X l, entre las cuales se encuentra el 
sitio de clonaciôn multiple, lo que permite clonar el gen de interés bajo el control 
de dicho promotor. A continuaciôn del prom oter se encuentra la senal de 
secreciôn del factor a  de S. cerevisiae que permite la secreciôn de la proteina 
recombinante hacia el medio extracelular. Las protelnas clonadas en este vector 
se expresan como protelnas de fusion junto a una cola de Histidinas, que facilita 
su purificaciôn mediante cromatografla de afinidad, gracias a la columna HiXrap 
Chelating (GE-Healthcare).
12.2. Vectores plasmidicos para la expresiôn en Baculovirus
pBacPAK 9: Es un vector relativamente pequeno, de 5.5 kb, también 
conocido como vector de transferencia, que facilita la manipulaciôn del genoma 
de Ac-MNPV (Baculovirus). La secuencia de la polihedrina ha sido eliminada y 
en su lugar se ha anadido un sitio de clonaciôn multiple, en el que se introducirâ 
el gen de interés, entre el promotor de la polihedrina y las secuencias de 
poliadenilaciôn. Este vector contiene, ademâs, un origen de replicaciôn y un gen 
de resistencia al antibiôtico ampicilina para la selecciôn de las células 
transformantes. Este vector es capaz de propagarse en células de E.coli, pero no 
en células de insecto.
13. Transformaciôn de células de £. coli
Para la clonaciôn de los fragmentos de ADN en el vector pGEM se siguiô 
el protocolo descrito por Sambrook y col Se utilizaron tanto la ligasa del fago 
T4, como el tampôn de ligaciôn incluidos en el kit del vector (Promega). La 
mezcla, con una relaciôn molar 1:5 de vector e inserto, se incubô durante toda la 
noche a 4 °C. Tras la ligaciôn del inserto con el vector, se transformaron células
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compétentes TOP 10 de E.coli con la mezcla de la ligaciôn, para lo que se 
incubaron durante 30 minutos en hielo. Posteriormente se permearon las 
membranas celulares por choque térmico, incubando 90 segundos a 42 °C, 
enfriando después en hielo durante 2 minutos. Se anadiô 1 ml de medio SOC 
para permitir la expresiôn de la resistencia a ampicilina en las células, y se incubô 
durante 1 hora a 37 °C en agitaciôn a 200 rpm  en un bano. Final mente, las células 
se "plaquearon" en medio LB-agar con ampicilina o zeocina, segün el gen de 
resistencia incluido en el vector. Las células transformadas se seleccionaron por 
PCR de colonias, siguiendo el protocolo que se describe a continuaciôn.
13.1 PCR de colonias
La selecciôn de células transformadas se realiza por PCR de colonias, 
utilizando la mezcla Master Mix (Qiagen), que contiene el tampôn de PCR, los 
dNTPs y BSA, necesarios para la reacciôn.
Para una reacciôn de un volumen de 100 1^ se utilizô:
■ 12.5 gl de mezcla Master Mix (Qiagen).
■ I g l d e  cada cebador (ida y vuelta) a una concentraciôn de 10 gM.
• 2-3 unidades de polimerasa (Pyrobest, TAKARA)
■ HzOmq autoclavada, hasta un volumen de 25 gl.
■ El ADN se obtiene picando las colonias con un palillo estéril.
Como control positivo se anadieron 0.5 gl vector comercial sin digerir. Las 
colonias transformadas son aquellas para las que se obtenia una banda de ADN 
tras la PCR.
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14. Almacenamîento de cultivos bacterîanos y  de 
levaduras: Stock de glicerol
Para almacenar cultivos durante largos periodos de tiempo se prepararon 
stocks en glicerol. Para ello es necesario inocular el medio LB o SOC con las 
bacterias (si se van a almacenar levaduras, el preinôculo se hace en medio YPD) 
que se quieren almacenar y se dejan crecer durante 16-20 horas a 37 °C en 
agitaciôn en un bano si se trata de bacterias o a 30 °C en agitaciôn en un 
incubador si se trata de levaduras. Posteriormente, se centrifuga 2000 x g y se 
élimina la mitad del sobrenadante, el precipitado se resuspende y se alicuota en 
volùmenes de 1 ml, a lo que se le anaden 300-500 gl de glicerol previamente 
autoclavado. La mezcla se congela en N2 liquido y finalmente se guarda a -80 °C.
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Protelnas recombinantes
1. Expresiôn en Pichia pastoris
1.1. Transformaciôn de células de P. pastoris
Las células de P. pastoris (GS115) fueron tratadas para volverlas 
compétentes, siguiendo las instrucciones del fabricante (Pichia EasyComp Kit, 
Invitrogen). Para llevar a cabo su transformaciôn, se incubaron en hielo durante 5 
min las células de P. pastoris junto con 10 gg del plâsmido conteniendo el inserto 
resuspendido en un volumen de 5 gl de agua estéril y linearizado con la enzima 
de restricciôn BstX I. Por ultimo, las células se sembraron en plaças 
YPDS/zeocina y se incubaron a 30 °C durante 2-4 dias hasta la apariciôn de 
colonias.
1.2. Producciôn de protelnas recombinantes
Para realizar las pruebas de expresiôn a pequena escala (5 ml), se 
seleccionaron varias colonias transformantes de P. pastoris, con el fin de 
seleccionar aquellas colonias con mayor rendimiento en la producciôn de 
proteina recombinante, asi como el tiempo de incubaciôn que resultaba mâs 
adecuado.
Las células transformantes se cultivaron en un incubador durante 24 h a 30 
°C y 250 rpm  en 5 ml de medio de crecimiento (BMGY, BMGH o MGYH). A 
continuaciôn las células se recogieron por centrifugaciôn a 4000 x g durante 10 
min. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 10 ml de medio de inducciôn 
(BMMY, BMMH o MMH). Este cultivo se continué durante 4 dias a 30 °C, 
anadiendo diariamente metanol hasta una concentraciôn final de 0.5 % (v/v). La 
producciôn de proteinas recombinantes se analizô mediante PAGE-SDS e
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inmunodetecciôn con alicuotas del sobrenadante de los cultivos tomadas a 
distintos tiempos de inducciôn (24, 48, 72, 96,120 y 144h).
La producciôn a gran escala (25 ml) se llevô a cabo con la colonia que 
mostraba mayor nivel de expresiôn en los experimentos a pequena escala y al 
tiempo de incubaciôn que en el que se producia mayor cantidad de proteina 
recombinante.
1.3. Purificaciôn de proteinas recombinantes
El medio de cultivo se separô de las células por centrifugaciôn a 4000 x g 
durante 20 minutos, descartândose las células. El sobrenadante se cargô en la 
columna de afinidad HiTrap Chelating (GE-Healthcare) equilibrado en 20 mM 
Na2HP04, 0.5M NaCl y 20 mM de Imidazol. Las fracciones con las proteinas 
recombinantes purificadas fueron eluidas con 0.5 M de imidazol. Estas fracciones 
fueron dializadas frente a 0.1 M bicarbonato amônico y concentradas, 
ajustândose su concentraciôn a 1 m g / ml.
1.4. Detecciôn de proteinas recombinantes
1.4.1. Anticuerpos especificos
Las proteinas recombinantes fueron detectadas mediante el uso de los 
anticuerpos especificos Anti-myc-HRP (Invitrogen) y anti-His(C-term) 
(Invitrogen), que detectan las secuencias del epitopo c-myc y de la cola de poli- 
histidinas, respectivamente, anadidas a la secuencia de la proteina recombinante 
al ser expresada en el vector pPICZocA como proteina de fusiôn.
El anticuerpo Anti-myc-HRP se utilizô siguiendo las instrucciones del 
fabricante y la diluciôn ôptima se estableciô en 1:500. El anticuerpo anti-His(C-
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term) se utilizô a una concentraciôn de 1:1000 y posteriormente se incubô con un 
anticuerpo secundario anti IgG de ratôn producido en cabra conjugado con 
peroxidasa de Nordic Immunology (Cultek) a una concentraciôn de 1:2500.
1.4.2. Tinciôn de la cola de histidinas
Se realizô una tinciôn especifica de las proteinas de fusiôn con cola de 
histidinas, utilizando el reactivo comercial In Vision His-Tag In-gel Stain 
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.
2. Expresiôn en Baculovirus
2.1 Cultivo de células de insecto (Sf21)
Las células se cultivaron en monocapa en el medio pBacPAK completo 
(Clontech) utilizando frascos de cultivo de 25, 75 y 150 cm^ (Iwaki).
Para el establecimiento de la linea celular se trabajô siempre en 
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar (Telstar AV-lOO):
A partir de una alicuota de células (kit BacPAK Baculovirus Expression 
System) almacenada en Ni liquido, se sembrô un frasco de cultivo de 25 cm^ al 
que se anadieron 5 ml de medio de cultivo pBacPAK completo precalentado a 27 
°C, que se incubô a la misma temperatura durante 7 dias. A partir de ese frasco 
de cultivo se fue aumentando progresivamente el tamano y el numéro de frascos 
de cultivo hasta obtener una cantidad suficiente de células para realizar la 
cotransfecciôn de las células Sf21.
Para realizar los pases, una vez que las células presentan una confluencia 
del 80-90% al observarlas en un microscopio ôptico invertido, se retiraba el medio 
de cultivo y se anadia un pequeno volumen de medio nuevo (2 ml para los 
frascos de cultivo de 25 cm^, 4 ml para los de 75 cm^ y 6 ml para los de 150 cm^)
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para levantar las células adheridas a la plaça usando un "scrapper" de silicona 
antes de traspasar el cultivo a un frasco de cultivo nuevo. Se incubaban a 27 °C 
durante 2-3 horas y se cambiaba de nuevo el medio de cultivo. Antes de realizar 
un nuevo pase de las células, éstas se incubaban a 27 °C durante 3-4 dias.
2.2 Almacenamiento de células de insecto (Sf21)
El almacenamiento de células en N i liquido permite tener siempre una 
fuente de células frescas para reemplazar las viejas o contaminadas.
Se recogen las células de un frasco de cultivo de 150 cm^ con una 
confluencia minima del 80% y se comprueba que sean viables al menos el 90% de 
ellas. Se pasan 2*10  ^ células/m l en criotubos (Nalgene Crioware) con DMSO 
(Pierce) al 10% (v/v) y se congelan progresivamente: primero a -80 °C y 
finalmente se almacenan en N2 liquido.
2.3. Cotransfecciôn de células de insecto Sf21
Las células de insecto (Sf21) se transfectaron simultâneamente 
(cotransfecciôn), siguiendo las instrucciones de la casa comercial Clontech, con 
250 ng de ADN de la cepa pBacPAK6 de baculovirus, que contiene el gen de la (3- 
galactosidasa bajo el control del gen de la polihedrina del virus, predigerido con 
Bsu36 I (Clontech), lo que lo convierte en ADN no infectivo, y con 500 ng del 
vector pBacPAK9 que contenia el gen de interés (gen de la MDH). La 
recombinaciôn homôloga entre el ADN viral y el vector produce virus 
recombinantes con un rendimiento cercano al 100%, con la secuencia del gen de 
interés insertada en el genoma viral.
Para la cotransfecciôn se sembraron 3 pocillos de una plaça de cultivo de 6 
pocillos (Iwaki) con 1*10  ^ células, que se incubaron a 27 °C durante Ih.
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Posteriormente se eliminô el medio de cultivo viejo y se anadiô medio nuevo y la 
mezcla de cotrasfecciôn que contenia para el experiento:
■ 86 gl de agua estéril
■ 5 gl de vector que contenia el gen de la MDH (100 n g / gl)
■ 5 gl del ADN viral y 4 gl de bacfectina (Clontech).
Para el control negativo se anadieron las mismas cantidades, sustituyendo 
el ADN viral por agua destilada. El tercer pocillo se dejô ûnicamente con las 
células en medio de cultivo, también como control negativo. Se incubô la plaça P6 
durante 5 h a 27 °C y se anadiô 1.5 ml de medio nuevo para evitar que se secaran 
las células. Transcurridas aproximadamente 72 horas de la cotransfecciôn, se 
recogieron los sobrenadantes de los pocillos que contenian los virus producidos 
en las células transfectadas.
Cuando el efecto citopâtico de las células tue total, el sobrenadante se pasô 
por très rondas sucesivas de plaqueo para conseguir el virus recombinante 
purificado (ver "Plaqueo de virus").
2.4. Infecciones con baculovirus
Las infecciones de baculovirus en células de insecto Sf21 se realizaron a la 
multiplicidad de infecciôn adecuada para cada experiencia.
El medio de cultivo en el que crecian las células en monocapa era retirado 
y se anadia medio nuevo junto con el virus obtenido en la cotransfecciôn 
incubando la mezcla a 27 °C.
2.5. Qbtenciôn del inoculo virico
Los inôculos de baculovirus se obtenian mediante la infecciôn de células 
Sf21 durante 48-96 h. El sobrenadante de estas células era recogido y se mantenia
76
a 4 °C protegido de la luz, para su conservacion en el tiempo o se utilizaba para la 
infecciôn de nuevos cultivos de Sf21.
2.6. Plaqueo del virus y purificaciôn de baculovirus recombinantes
Los plaqueos de los baculovirus recombinantes se llevaron a cabo sobre 
células Sf21 sembradas en plaças de 6 pocillos (Iwaki) a una densidad de 150.000 
células/cm^ (10  ^ células por pocillo). Las plaças se dejaron durante una hora en 
el incubador para que se pegaran las células. Posteriormente se retiré el medio y 
se anadiô medio nuevo. A continuaciôn se infectaron las células con el virus. 
Transcurrida una hora desde la infecciôn, se retiré el inôculo virico y se anadiô 
agarosa (Invitrogen) al 2% (p /v) mezclada con el mismo volmen de Medio bâsico 
de Grace 2x. Una vez solidificada la agarosa, a temperatura ambiente, se 
cubrieron los pocillos con medio BacPAK completo. Los cultivos se incubaron a 
27 en câmara hùm eda para evitar la desecaciôn de la agarosa.
Las plaças de lisis producidas por los virus comenzaron a observarse a 
partir de los cinco dias post-infecciôn. Su identificaciôn se realizô al anadir al 
quinto dia el colorante rojo neutro (Sigma) al 0,03% (p /v) en PBS e incubarlo 
durante 5 horas a 27 °C.
Las plaças de lisis se aislaron con una pipeta Pasteur y se guardaron a 4 °C 
protegido de la luz para su conservaciôn en el tiempo. Para la compléta 
purificaciôn de los virus recombinantes, se realizaron très rondas sucesivas de 
plaqueo.
2.7. Ensayos de Titulaciôn
Se realizaron sembrando 1,5* 10  ^ células/pocillo en 1,5 ml de medio 
BacPAK completo en plaças de 6 pocillos (Iwaki). Una vez que las células estaban 
adheridas a la superficie de la plaça de cultivo, se eliminô el medio de cultivo y se
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sustituyô por 100 gl de diluciones seriadas de una suspension baculovirus que 
contenian la secuencia de la MDH, desde lO"^  hasta 10*^ . Todos los ensayos se 
realizaron por duplicado.
Se incubô a 27 durante 3 horas, para permitir que los virus infectaran 
las células. Transcurrido ese tiempo se eliminô el inôculo virico y se anadiô 1.5 ml 
de Medio bâsico de Grace 2x con agarosa al 1% (p/v), previamente autoclavado, 
con cuidado de no danar las células. Una vez solidificada la agarosa se anadiô 
medio 1.5 ml de BacPAK completo a cada pocillo y se incubaron a 27 °C en la 
câmara hùmeda para evitar la desecaciôn de la agarosa.
Las plaças de lisis producidas comenzaron a observarse de 3 a 5 dias 
postinfecciôn, y su identificaciôn mejorô al anadir rojo neutro (Sigma) al 0,03% en 
PBS a los 5 dias postinfecciôn durante 3-5 horas. Para identificar las plaças de 
lisis con mayor facilidad se eliminô el colorante rojo neutro y se almacenaron las 
plaças durante 8-12 horas préservadas de la luz.
Para calcular la titulaciôn de los inôculos, que se mide en unidades 
formadoras de plaça/m l (ufp/ml), se contô el numéro de plaças de lisis y se 
multiplied por el factor de diluciôn correspondiente en cada caso. Como se 
habian anadido 100 gl de inôculo virico, la fôrmula utilizada para calcular el 
titulo virico es:
Ufp/ml= (Media del n” de plaças de lisis de cada pocillo) x 10 x (factor de diluciôn)-^
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Evaluaciôn de la actividad biolôgica de 
alérgenos purificados (naturales y 
recombinantes)
1. Activaciôn de basôfilos
Esta técnica se llevô a cabo utilizando el kit Basotest (Orpegen Pharma), 
que permite la determinaciôn cuantitativa de la desgranulaciôn de los bâsofilos 
en sangre humana compléta heparinizada, después de su incubaciôn con 
alérgenos.
Las muestras de sangre se incuban con concentraciones crecientes de 
alérgeno, asi como con un control positivo (el péptido N-formyl-Met-Leu-Phe o 
fMLP) que siempre provocarâ la activaciôn y desgranulaciôn de los basôfilos y 
con un control negativo, suero salino isotônico. La sangre de los pacientes y de 
los contrôles negativos (no atôpicos) se incubô con concentraciones crecientes de 
alérgeno purificado, desde 0.02 gg hasta 20gg por cada 100 gl de sangre. Esto 
permite averiguar el umbral de activaciôn que présenta cada paciente frente a los 
distintos alérgenos.
La activaciôn de los basôfilos induce la fusiôn de los grânulos 
citoplasmâticos con la membrana celular, liberândose al medio extracelular 
distintos mediadores inflamatorios. Las células se unen a anticuerpos 
monoclonales producidos en ratôn conjugados con distintos fluorocromos. Los 
basôfilos son marcados con el monoclonal anti-IgE marcado con ficoeritrina (anti- 
IgE-PE), mientras que los basôfilos activados son reconocidos por el anticuerpo 
anti-gp53-FITC conjugado con fluoresceina y que reconoce la glicoproteina gp53 
expresada en estas células cuando estas estân activadas. Finalmente, el porcentaje 
de basôfilos activados es determinado por citometria de flujo utilizando un 





Caracterizaciôn de los pacientes
Los pacientes se seleccionaron entre aquellos que acudian al servicio de 
Alergologia de la Fundaciôn Jiménez Diaz.
El diagnôstico de la alergia se baso en una clara relaciôn entre la ingestiôn 
de sandia y apariciôn de slntomas compatibles con enfermedad alérgica, en la 
cual se demostrô la presencia de un mecanismo mediado por anticuerpos de tipo 
IgE y que fue confirmado con pruebas de provocaciôn oral
Las caracteristicas de los pacientes aparecen recogidas en la tabla 3. La 
edad media fue de de 24.8 anos con un intervalo de edad entre los 7 y 53 anos, de 
los que el 56.5% eran hombres y el 43.5%, mujeres.
Todos los pacientes seleccionados presentaban polinosis asociada, 
presentando el 21.7% (5 de 23 pacientes) rinitis durante la temporada de 
polinizaciôn y un 78.3% (13 de 23 pacientes) rinitis y asma.
Paciente Edad
(anos)





1 7 F SAO SI R
2 20 M SAO SI RA
3 21 M SAO SI RA
4 23 F SAO SI R
5 26 F SAO SI RA
6 39 M SAO SI RA
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7 5 M SAO SI RA
8 32 F SAO SI RA
9 33 F SAO SI RA
10 20 M SAO SI R
11 32 F SAO SI R
12 27 M SAO SI RA
13 29 M SAO SI RA
14 7 M SAO SI RA
15 38 M SAO SI RA
16 15 M SAO SI RA
17 22 F SAO SI RA
18 20 F SAO SI RA
19 29 F SAO SI RA
20 29 M SAO SI R
21 18 M SAO SI RA
22 53 M SAO SI RA
23 26 F SAO SI RA
Tabla 3; Caracteristicas de los pacientes alérgicos a sandia que participaron en el estudio. Abreviaturas utilizadas; 
SAO (sindrome de alergia oral), R (rinitis), RA (rinitis y asma).
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Purificaciôn y Caracterizaciôn de proteinas
1. Identificaciôn de las proteinas alergénicas de 
sandia
Con el fin de identificar las proteinas causantes de las reacciones alérgicas 
a la sandia, se préparé un extracto proteico de esta fruta, cuyas proteinas se 
separaron mediante SDS-PAGE. La tinciôn con azul Coomassie revelô la 
presencia de multiples proteinas con masa molecular comprendida entre 8 y 120 
kDa (figura 9, carril 1). Se realizaron pruebas de inmunodetecciôn utilizando 
sueros de pacientes, tanto de forma individual como una mezcla de ellos. Los 
pacientes presentaban IgE frente a varias proteinas, con masas moleculares 









Fig. 9: SDS-PAGE (14%) de las 
protelnas de sandia (carril 1). 
Inmunodetecciôn con pool de sueros 
de pacientes (1/10 en NET IX) 
alérgicos a sandia (carril 2). Las masas 
moleculares de los marcadores se 
indican a la izquierda de los geles e 
inmunodetecciones, expresadas en 
kDa.
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La inmunodetecciôn realizada utilizando los sueros de pacientes 
individuales (Figura 10) revelô la existencia de très bandas de gran intensidad, 
con masas moleculares de 36, 28 y 14 kDa, aproximadamente y que eran 
reconocidas por mâs del 50% de los pacientes, concretamente, la profilina era 
reconocida por el 56%, la MDH por el 96% y la TPI, por el 78%, por lo que fueron 
consideradas alérgenos principales de sandia. Algunos pacientes presentaron, 
ademâs, reactividad frente a un grupo de bandas proteicas de elevada masa 
molecular.
Como control negativo se utilizô el suero de pacientes no atôpicos, en los 
cuales no se observô reactividad alguna.
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Fig. 10: Ensayos de inmunodetecciôn con sueros individuales de pacientes alérgicos a sandia. Se muestran 
distintos patrones de union de IgE a proteinas alergénicas del extracto de sandia. Se senalan las bandas 
proteicas correspondientes a los très alérgenos principales de sandia: 1) MDH, 2) TPI, 3) Profilina. NP; 
Paciente no atôpico: control negativo. PP: mezcla de sueros de pacientes: control positivo. Las masas 
moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de las inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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2. Identificaciôn y caracterizaciôn de las proteinas 
alergénicas: secuenciaciôn de Edman y
Espectrometria de Masas
Los alérgenos principales de sandia (bandas de 36, 28 y 14 kDa), 
reconocidos por mâs del 50% de los pacientes, fueron analizadas mediante 
degradaciôn de Edman, con el fin de determinar las secuencias de sus extremos 
amino-terminales.
Los extremos amino-terminales de las bandas proteicas de 28 y 14 kDa no 
pudieron ser secuenciados por encontrarse supuestamente bloqueados. En el 
caso de la banda de 36 kDa se pudo determinar la secuencia de 7 aminoâcidos del 
extremo amino-terminal (ATESVPE), que corresponden a la malato 
deshidrogenasa de sandia (MDH) (GI:126896), lo cual fue confirmado 
posteriormente mediante anâlisis de M S/M S (tabla 4).
Para identificar las bandas de 28 y 14 kDa, se realizaron anâlisis de 
MS/MS, obteniéndose las secuencias de varios péptidos internos: 
VIACVGETLEQR y FFVGGNWK para la proteina de 28 kDa y por otro lado 
LGDYLVEQGL y YMVIQGEPGAVIR para la proteina de 14 kDa (tabla 4).
La identificaciôn de las proteinas se completô mediante la bùsqueda en la 
base de datos del NCBI, usando el programa Mascot 
(http://www.m atrixscience.com ), lo que condujo a la identificaciôn de la 
proteina de 14 kDa como profilina (Gl: 52352488).
Los péptidos de la proteina de 28 kDa mostraron una elevada similitud 
con la triosa fosfato isomerasa (TPI) de especies relacionadas, como Oryza sativa, 
Zea mays, Spinacea olerace, entre otras, pero no pudo identificarse como la TPI 
sandia, por no estar aùn secuenciada.
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3. Purificaciôn de proteinas alergénicas
Las proteinas alergénicas présentes en el extracto de sandia fueron 
purificadas mediante diferentes pasos cromatogrâficos utilizando un sistema 
AKTAPurifier (GE Healthcare) (esquema 1).
Extracto de Sandia





HiPrep 16/10 DEAE FF
Superdex7510/300 GL Superdex 7510/300 GL
TPI purificada MDH purificada
Esquema 1: Pasos cromatogrâficos empleados para la purificaciôn de la profilina, MDH y  TPI a 
partir de extracto de sandia.
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El extracto total de proteinas de sandia fue cargado en la columna de 
intercambio iônico HiPrep 16/10 DEAE FE (GE Healthcare). Al eluir las 
proteinas, se obtuvieron, en un rango de m olaridad entre 40 y 170 mM de NaCl 
aproximadamente, las fracciones que contenian la malato deshidrogenasa 
(MDH), la triosa fosfato isomerasa (TPI) y la profilina (figura 10).
AS
DEAE SEPHAROSE








Fig 10: Purificaciôn de 1res alérgenos principales de sandia a partir de 
extracto completo. A: Cromatograma de HiPrep 16/10 DEAE FF. Se 
representan la Airo (azul oscuro), la concentraciôn de tampôn de eluciôn 
(verde) y el porcentaje de conductividad (azul claro). B: PAGE-SDS de las 
proteinas eluidas. C: Inmunodetecciôn de las fracciones incubadas con una 
mezcla de sueros de pacientes. En la parte superior se indica el numéro de 
fracciôn o mezcla de fracciones. Las masas moleculares de los marcadores se 
indican a la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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Para purificar la TPI y la MDH se utilizô la columna de cromatografla de 
penetrabilidad Superdex 75 10/300 (GE Healthcare), gracias a la cual se 
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Fig 11: Purificaciôn de M DH y  TPI. A: Cromatograma de Superdex 75 
10/300 GL. Se representan la A 280 (azul oscuro). B: PAGE-SDS de las proteinas 
présentés en las fracciones de eluciôn. C: Inmunodetecciôn de las fracciones 
incubadas con una mezcla de sueros de pacientes. En la parte superior se 
indica el numéro de fracciôn. Las masas moleculares de los marcadores se 
indican a la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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Para acabar de purificar estas dos protemas fueron necesarios otros dos 
pasos cromatogrâficos: prim ero se usô una columna de intercambio iônico, la 
Mono-Q 5/50 GL (CE Healthcare), y después la columna de interacciôn 
hidrofôbica Source 15PHE 4.6/100 PE (CE Healthcare).
La MDH se eluyô en la Mono-Q 5/50  GL en diferentes fracciones (figura 
12) un pico a aproximadamente 20mM de NaCl y otro se obtuvo entre 70 y 150 
mM de NaCl. Esto se debe a que posiblemente correspondan a diferentes 
isoformas de la proteina.
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Fig 12: Purificaciôn de MDH. A: Cromatograma de Mono Q 5 /5 0  GL. Se 
representan la A 280 (azul oscuro), la concentraciôn de tampôn de eluciôn (verde) y 
el porcentaje de conduct!vidad (azul claro). B: PAGE-SDS de las protei'nas 
présentes en las fracciones de eluciôn. C: Inmunodetecciôn de las fracciones 
incubadas con una mezcla de sueros de pacientes. En la parte superior se indica el 
numéro de fracciôn o mezcla de fracciones. Las masas moleculares de los 




En la columna de interacciôn hidrofôbica, esta proteina se obtuvo cuando 
la molaridad de (NH4)2S0 4  era menor de 100 mM (figura 13).
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Fig 13: Purificaciôn de MDH. A: Cromatograma obtenido sobre la columna de 
cromatografîa hidrofôbica 15PHE 4.6/100 PE. Se representan la Azu (rojo), la 
concentraciôn de tampôn de eluciôn (verde) y el porcentaje de conductividad 
(azul claro). B; PAGE-SDS de las proteinas présentes en las fracciones de eluciôn. 
C: Inmunodetecciôn de las fracciones incubadas con una mezcla de sueros de 
pacientes. En la parte superior se indica el numéro de fracciôn o mezcla de 
fracciones. Las masas moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de 
los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
93
u'ld Os
En el caso de la purificaciôn de la TPI, al cargar las fracciones 
correspondientes en la Mono-Q 5/50 GL, la TPI se obtuvo, aun sin purificar por 














Fig 14: Purificaciôn de TPI. A: Cromatograma de Mono Q 5 /5 0  GL. Se 
representan la Azm (azul oscuro), la concentraciôn de tampon de eluciôn (verde) 
y el porcentaje de conductividad (azul claro). B: PAGE-SDS de las proteinas 
présentes en las fracciones de eluciôn. C: Inmunodetecciôn de las fracciones 
incubadas con una mezcla de sueros de pacientes. En la parte superior se indica 
el numéro de fracciôn o mezcla de fracciones. Las masas moleculares de los 




Finalmente, al utilizar la columna cromatografîa que sépara las protemas 
en base a la hidrofobicidad, el pico correspondiente a la TPI completamente 







Fig 15: Purificaciôn de TPI. A: Cromatograma obtenido sobre la columna de 
cromatografîa hidrofôbica 15PHE 4.6/100 PE. Se representan la A214 (rojo), la 
concentraciôn de tampôn de eluciôn (verde) y el porcentaje de conductividad 
(azul claro). B: PAGE-SDS de las proteinas présentés en las fracciones de 
eluciôn. C: Inmunodetecciôn de las fracciones incubadas con una mezcla de 
sueros de pacientes. En la parte superior se indica el numéro de fracciôn o 
mezcla de fracciones. Las masas moleculares de los marcadores se indican a 
la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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Para purificar la profilina a partir de las fracciones obtenidas al eluir la 
columna de cromatografîa DEAE (figura 10) se utilizô en la columna Superdex 
75 10/300 (CE Healthcare) donde la profilina eluyô en un pico (figura 16).
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Fig 16: Purificaciôn de profilina natural. A: Cromatograma obtenido para la 
columna Superdex 75 10/300 GL. Se représenta la Azæ (azul oscuro). B: 
PAGE-SDS de las proteinas eluidas. En la parte superior se indica el numéro 
de fracciôn. Las masas moleculares de los marcadores se indican a la 
izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa. Las masas 
moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de los geles o 
inmunodetecciones, expresadas en kDa
Las fracciones correspondientes al pico de la profilina eluida en la 
columna de cromatografîa de penetrabilidad se recogieron y fueron dializadas 
frente al tam pôn de la Mono-Q 5/50 GL. Tras cargarlas en esta columna, la 
profilina de sandîa se obtuvo completamente purificada a una molaridad 









14 —  
6—
Fig 17: Purificaciôn de profilina natural A: Cromatograma de Mono-Q 5 /50  
GL. Se representan la A 2ao (azul oscuro), la concentraciôn de tampôn de 
eluciôn (verde) y el porcentaje de conductividad (azul claro). B: PAGE-SDS 
de las proteinas eluidas. En la parte superior se indica el numéro de fracciôn. 
Las masas moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de los 
geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
Como puede observarse en la figura 18, la profilina y la TPI fueron 
completamente purificadas. En el caso de la MDH se observa un contaminante de 
naturaleza proteica con una masa molecular de aproximadam ente 40 kDa que, 
segûn se comprobô mediante inmunoensayos, no presentaba capacidad de unir 
IgEs de los sueros de los pacientes, por lo que su presencia no interfiere en los 
ensayos realizados con la MDH purificada.
Las protemas purificadas se analizaron por espectrometria de masas para 
identificarlas y comprobar asi que se trataba de la TPI, MDH y profilina.
Por ultimo, con el fin doble de comprobar la especificidad de la union de 
las protemas purificadas a las IgEs, asi como su correcta purificaciôn, se
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Fig. 18: Ensayos de inhibiciôn con las très proteinas alergénicas del extracto de sandia. El cuadro A se refiere a la 
profilina, el B, a la TPI y el C a la MDH. En las calles 1 se observan las proteinas purificadas en un SDS-PAGE tehido 
con Coomassie coloidal. En los carriles 2, se observan las inmunodetecciones de las proteinas purificadas incubadas 
con un pool de sueros de pacientes. Los carriles 3 corresponden a una inmunodetecciôn de las proteinas de sandia 
realizadas con un pool de sueros de pacientes alérgicos y los carriles 4 a inmunodetecciones con los sueros de pacientes 
inhibidos con las proteinas correspondientes. Las masas moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de los 
geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
4. Susceptibilidad de los alérgenos de sandîa a la 
pepsina
El efecto producido por el tratamiento del extracto de sandia con la enzima 
gâstrica pepsina puede observarse en la figura 19. Todas las bandas proteicas 
présentes en dicho extracto fueron degradadas a pequenos fragmentos peptldicos 
de baja masa molecular, siendo ùnicamente détectables en el SDS-PAGE las 
bandas correspondientes a la pepsina. Los mismos resultados se obtuvieron en el 
inmunoensayo, donde las bandas correspondientes a la MDH, TPI y Profilina, asi 
como el resto de alérgenos, desaparecen ya a los 5 minutos de tratamiento, lo que 
indica su gran susceptibilidad a esta enzima digestiva.
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45
« =  Pepsina MDH(36 Kda)
- TPI (28 Kda)
Profil,na(13KDa)
Fig. 19: Anâlisis mediante SDS-PAGE e inmunodetecciôn del extracto de sandia digerido 
con pepsina. A: Tinciôn de Coomassie. B: Inmunodetecciôn con una mezcla de sueros de 
pacientes alérgicos a sandia, realLzada a 5, 10 y 15 minutos de incubaciôn del extracto de 
sandia con pepsina. Las masas moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de 
los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
5. Purificaciôn de profilina con Sepharose poly- 
prolina
La profilina presente en el extracto de sandia también se purified mediante 
un protocole basado en una cromatografîa de afinidad, utilizando una columna 
de Sepharose activada con bromuro de ciandgeno, a la que se le habian unido 
covalentemente residues de poly-prolina, con los que reacciona la profilina.
La union entre las profilinas, o los complejos actina-profilina, a los grupos 
amino de los ligandos es reversible mediante la adicidn de tam pon B y tampon 
C, eluyendo los complejos actina-profilina con el prim ero y la profilina con el 
segundo. Debido al elevado porcentaje de urea del tam pon de eluciôn de las
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profilinas (tampon C), es necesario un paso de dialisis del eluido frente a 0.1 M de 
bicarbonate amonico, con el fin de reducir la cantidad de sales presente.
El rendimiento de la purificaciôn obtenido fue aproximadam ente de un 
0.15%, con respecte a la pulpa, recuperando aproximadamente 141 gg de 
profilina natural a partir de 100 g de pulpa. El rendimiento obtenido respecte al 
extracto proteico, fue cercano al 1%, recuperândose aproximadamente 425 pg de 
nProfilina de los 40 mg de proteina total cargados en la columna de afinidad.
La profilina, una vez purificada, siguiô siendo reconocida de forma 
especlfica por la IgE de los pacientes y la IgG présentes en el suero de conejo 
inm unizado con esta proteina (anticuerpo cedido por Bial Arlstegui), como se 
puede observar en los inmunoensayos realizados con suero de pacientes y con 






Fig. 20: Anâlisis mediante SDS-PAGE e
inmunodetecciôn de la purificaciôn de profilina 
natural por el método de cromatografîa de 
afinidad a poly-prolina. Carril 1: SDS-PAGE 
(12.5%) del eluido con tampôn C. Carril 2: 
Inmunodetecciôn con sueros de pacientes 
alérgicos a profilina. Carril 3: Inmunodetecciôn 
con un anticuerpo policlonal de conejo anti 
profilina (Bial Aristegui). Las masas moleculares 
de los marcadores se indican a la izquierda de 
los geles o inmunodetecciones, expresadas en 
kDa.
La profilina purificada fue analizada por anâlisis de MALDI-TOF (Matrix- 
Assisted Laser Desorption/  Ionization Time-Of-Flight), para comprobar la masa 
molecular de la proteina purificada (figura 21). En la figura se puede observar un 
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Fig. 21: Anâlisis de MALDI-TOF de la profilina natural de sandia
32999.8 4000041
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Clonaje y secuenciaciôn del cADN codificante 
de r Profilina
La secuencia de nucleôtidos que codifica la profilina recombinante esta 
constituida por 393 nucleôtidos (figura 22), que corresponden a una secuencia de 
131 aminoâcidos. Dicha secuencia fue depositada en el "Gen Bank", con numéro 

































































































































193 Ttg t a c a t t gg t gg t t e a aaa t a t a tg g ta a t c caa ggg gag c e t gga
L Y 1 G G s K Y M V 1 Q G E F G
241 Get q t t a t t c q t ggg aag aag ggc cca gg t ggg g t t a c t g t t aag aag

































337 Ggt cag tg c a a t a tg a t t g t t gaa agg c t t ggg q a t t a c C t t a t c gag
G Q c N M 1 V E R m G L - ^
385 Caq qqc e t c
Q G L
Figura 22. Secuencia de nucleôtidos de rProfilina junto con la de aminoâcidos deducida teôricamente. 
En color verde se encuentran marcados los péptidos identificados en el anâlisis de MS-MS.
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1. Purificaciôn de profilina recombinante
Para la expresiôn de rProfilina se utilizaron los medios de cultivo BMGY y 
BMMY, de crecimiento e inducciôn, respectivamente. El tiempo ôptim o de 
inducciôn establecido para la producciôn de profilina recombinante fue de 48 
horas.
Por cada litro de medio BMGY inoculado con P. pastoris transform ada con 
el vector pPICzaA conteniendo la secuencia de la profilina recombinante, se 
obtuvieron 2 mg de profilina recombinante purificada.
Se realizaron anâlisis mediante PAGE-SDS e inmnoensayos con una 
mezcla de sueros de pacientes y con el antisuero de conejo anti-profilina (figura 
23), observândose très bandas proteicas, con masas moleculares de 16852,80; 
17058,28 y 17255,54 kDa, que fueron identificadas como profilina m ediante 






Figura 23: Panel 1: Anâlisis mediante SDS-PAGE de la 
profilina recombinante de sandia. Panel 2: Anâlisis 
mediante inmunodetecciôn de la profilina 
recombinante de sandia con sueros de pacientes. 
Panel 3: Anâlisis mediante inmunodetecciôn de la 
profilina recombinante de sandia con anticuerpo 
policlonal anti-profilina recombinante. Las masas 
moleculares de los marcadores se indican a la 
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Figura 24: Anâlisis de îvlALDI-TOF de la profilina recombinante de sandîa.
2. Detecciôn de profilina recombinante
Con el fin de comprobar la expresiôn de la profilina recombinante, se 
utilizaron dos métodos basados en anticuerpos monoclonales especificos para 
determinadas secuencias incluidas en la proteina recombinante de fusiôn: Anti- 
myc-HRP y anti-His(C-term), ambos de Invitrogen.
En ambos casos se obtuvieron resultados positivos que confirman la 
expresiôn de la profilina recombinante (figura 25).
Para comprobar por otro método que efectivamente se trataba de una 
proteina expresada se realizô la tinciôn especifica de las proteinas de fusiôn con 
cola de histidinas, realizada utilizando el reactivo comercial In Vision His-Tag In­
gel Stain (Invitrogen). También se observaron très bandas fluorescentes 
correspondientes a la rProfilina (figura 25), lo que concordaba con los resultados 
obtenidos anteriormente.
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Figura 25: Detecciôn de profilina recombinante 
mediante PAGE-SDS e inmunodetecciôn
utilizando distintos métodos: Profilina
recombinante (3 ng) incubada con In-Vision HIS- 
TAG staining (carril 1) con Anti-His (C-term) 
1:1000 y G A M /PO 1:2500 (carril 2) y anti-myc- 
HRP 1:500 (carril 3). Las masas moleculares de 
los marcadores se indican a la derecha de los 
geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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Existe una elevada similitud entre las secuencias de las profilinas 
procedentes tanto de alimentos de origen vegetal, como de polenes, como se 
puede observar en las inmunodetecciones realizadas utilizando el anticuerpo 
policlonal anti-profilina recombinante de sandia producido en el laboratorio, 
tanto con extractos completos como con las profilinas de diferentes especies 
(figura 26).
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Mayor tiempo de exposiciôn en el revelado
Fig. 26: Inmunodetecciôn (anti-profilina 1:100.000) de profilina de diferentes fuentes naturales. 1: 
Extracto polen de Lolium perenne. 2: Extracto de polen de Olea europea. 3: Extracto polen de Artemisia 
vulgaris. 4: Extracto de Platanus acerifolia. 5: Extracto de polen de Parietaria judaica. 6: Extracto de polen 
de Salsola kali. 7: Extracto de melôn (pulpa). 8: Extracto de naranja (pulpa). 9: Extracto de cereza 
(pulpa). 10: Extracto de pera (pulpa). Los marcadores de masa molecular aparecen a la derecha (kDa).
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En la figura 27 se puede observar la secuencia de la profilina de sandia y el 
alineamiento con las secuencias de profilinas de otras fuentes vegetales, entre las 
que existe un porcentaje de similitud mayor al 70%, refiriéndose en la figura 
como identidad al porcentaje de aminoâcidos idénticos y como positividad al 
porcentaje de aminoâcidos idénticos mâs los aminoâcidos équivalentes, por 
ejemplo valina y leucina.
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Figura 27: Alineamiento utilizando el programa blast del servidor Expasy (www.expasy.ch) de lais secuencias de 
aminoâcidos, deducidas a partir de los cADNs, de diferentes profilinas procedentes del reino vegetal (Numéros de 
acceso; Citndlus lamtiis AY730591; Cucumis melo. Cue m 2 CAE)92666; Fragaria atianassa, Fra a 4 P0C0Y3; Prunus dulcis 
X Prunus persica ACE80973) y pôlenes (Numéros de acceso: Malus domestica, mal d 4.0201 Q9XF41; Betula berrucosa, Bet 
V 2M64179; Plheum pratense, Phi p 12 024650). Ùnicamente se senalan las diferencias respecto a la secuencia de la 
profilina de sandia {Citndlus lanatus).
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1. Equivalencia inmunolôgica de rProfilina y 
nProfilina
Para comparar la respuesta inmunolôgica de ambas profilinas, nProfilina y 
rProfilina, fue de gran utilidad la producciôn del anticuerpo policlonal. El 
antisuero obtenido, conteniendo las IgGs especlficas anti-profilina, se utilizô para 
realizar pruebas de inmunodetecciôn y ELISA.
1.1. Reconocimiento de rProfilina y nProfilina por la IgG del 
antisuero de conejo
El anticuerpo policlonal anti-profilina fue capaz de reconocer la rProfilina 
y la nProfilina purificadas (figura 20, figura 23, carriles 3), asi como también la 
nProfilina présente en el extracto completo de sandia (figura 28, carril 5). En 
todos los casos el reconocimiento del anticuerpo fue de gran sensibilidad, 
estableciéndose mediante técnicas de inmunodetecciôn, una diluciôn ôptima para 
su USO  de 1:70.000 en 1.5% leche desnatada en PBS-T 0.05% (figura 28).
m
Figura 28: Inmunodetecciôn de profilina por la IgG de suero 
policlonal. 1) 30 ng de extracto de sandia incubado con 
antisuero anti-Profilina 1:100.000. 2) 30 ng de extracto de 
sandia incubado con antisuero anti-Profilina 1:50.000. 3) 30 
M g de extracto de sandia incubado con antisuero anti- 
Profilina 1:70.000. 4) 5,5 Mg de rProfilina incubado con 
antisuero anti-Profilina 1:70.000. 5) 10 Mg de nProfilina 
incubado con antisuero anti-Profilina 1:70.000. Las masas 
moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de 
los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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También se realizô una titulaciôn del anticuerpo mediante ELISA (figura 
29), utilizando profilina natural y recombinante y BSA como control negativo. El 
resultado confirma el obtenido anteriormente en el inmunoensayo, dando como 
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Figura 29: Titulaciôn en ELISA de la uniôn del anticuerpo policlonal anti- 
profilina a profilina natural y recombinante. Control negativo: BSA.
1.2. Reconocimiento de rProfilina y nProfilina por las IgEs de los 
sueros de los pacientes
Para evaluar la sensibilizaciôn de los pacientes a la profilina se realizaron 
ensayos de inhibiciôn en ELISA, tanto con profilina natural como con profilina 
recombinante, usando como fase sôlida la recombinante y la natural, 
respectivamente, obteniéndose un coeficiente de correlaciôn muy elevado 
(R2=0.927) entre los valores obtenidos para la IgE especifica anti nProfilina y la 
IgE anti rProfilina utilizando el estadistico de Pearson (figura 30).
En los ELISAs de inhibiciôn que se llevaron a cabo con extracto de sandia
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y preincubando los sueros de los pacientes con diferentes concentraciones de 
ambas profilinas purificadas, natural y recombinante, se puede observar que los 
resultados son m uy similares entre si, lo que signifie a que la IgE présente en los 
sueros muestra una reactividad muy parecida ante la forma natural y 
recombinante de la profilina (figura 31 A).
Por otro lado, se realizaron ELISAs de inhibiciôn con las profilinas 
purificadas (figura 31 B), dem ostrando que tanto la nProfilina como rProfilina 
pueden inhibirse la una a la otra: La nProfilina es capaz de inhibir a la rProfilina 
completamente y esta inhibe a la primera en mâs de un 70%. En los contrôles 
negatives, utilizando una mezcla de 5 sueros de pacientes no atôpicos, no se 
observô reactividad alguna frente al extracto de sandia o las profilinas.
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Figura 30: A) Anâlisis mediante ELISA de la reactividad de las IgEs présentes en los sueros de 
pacientes con alergia a sandia. Fueron considerados positivos los valores de D.O. a 650nm 
mayores que el doble de lo obtenido para el control negativo (2*0.13). Todos los ensayos fueron 



















Figura 31: A) ELISA de inhibiciôn. Se usô 
como fase sôlida extracto de sandia. Los 
sueros de los pacientes fueron 
preincubados con concentraciones 
crecientes de profilina natural y 
recombinante. B) ELISA de inhibiciôn con 
profilinas natural y recombinante, 
incubadas con una mezcla de sueros de 
pacientes inhibidos con concentraciones 
crecientes de profilina recombinante y 
natural, respectivamente. Todos los 
ensayos fueron reéüizados por duplicado.
En los ensayos de inhibiciôn en inmunotransferencia realizados con sueros 
de pacientes, previamente inhibidos con profilina natural, recombinante y 
extracto completo de sandia, se confirma la equivalencia inmunolôgica existente 
entre ambas formas de profilinas, la recombinante y la nativa (figura 32).
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Figura 32; Inmunoreactividad de una mezcla de 
sueros de pacientes frente a extracto de sandia. 1) 
Sueros preinhibidos con profilina natural. 2) Sueros 
preinhibidos con profilina recombinante. 3) Sueros 
preinhibidos con extracto de sandia. 4) Control 
negativo (paciente no atôpico). Las masas
moleculares de los marcadores se indican a la 
izquierda de los geles o inmunodetecciones, 
expresadas en kDa.
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Pruebas de activaciôn de basôfilos (Basotest)
Los ensayos de activaciôn de basôfilos (Basotest; Orpegen, Pharma) se 
realizaron con el objetivo de comprobar la actividad biolôgica de las profilinas 
natural y recombinante purificadas, para poder descartar la existencia de 
ùnicamente uniôn a IgE sin poseer actividad biolôgica.
Los experimentos de Basotest se realizaron con concentraciones crecientes 
de ambas profilinas (natural y recombinante) desde 0.001 |ig hasta SO i^g de 
alérgeno/m l de sangre compléta del paciente alérgico a sandia y sensibilizado a 
profilina.
La respuesta indicô una activaciôn dosis-dependiente para ambas 
profilinas.
El porcentaje de activaciôn observado al utilizar profilina natural como 
alérgeno iba desde un 61.42% para 0.001 ^ig/ml de proteina, hasta 73.84% para 
una concentraciôn de 50 ng/m l, con unos valores de 2.94% y 32.22% para los 
contrôles negatives y positivos, respectivamente.
En el caso de la profilina recombinante la activaciôn observada se 
encontraba entre el 54.34% para una concentraciôn de 0.001 ùg/m l y el 88.01% 
para 50|ig/m l. En este caso los valores de activaciôn de los contrôles fue de 
54.97% para el control positive y de 2.11%, para el negativo.
No se observô respuesta alguna en el control negativo, realizado con la 
sangre de un paciente no atôpico.
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Determinaciôn de paramétrés moleculares de 
la profilina a partir de predicciones teôricas
La profilina de sandia tiene una masa molecular teôrica de 14079.1 Da, 
que se acerca mucho a 14095.11, obtenida en el anâlisis de espectrometria de 
masas. El punto isoélectrico teôrico es 4.66 (tabla 5), segûn lo calculado en el 
programa ProtParam (servidor Expasy).
Numéro de 
aminoâcidos
Masa Molecular pl teôrico
rProfîlina 131 14079.1 4.66
Tabla 5: Resu men de los paràmetros moleculares teôricos de la rProfilina calculados con el programa ProtParam, del 
servidor Expasy. (http://www.espasy.org).
La predicciôn de estructura secundaria de la profilina de sandia se realizô 
mediante el método de Garnier y col. (1996). Se obtuvo una composiciôn 
estructural basada fundamentalmente en ordenaciôn aperiôdica (57.25 %), 
aunque también aparece un 33.59% de lamina beta y un 9.16% de estructura en 
alfa hélice, localizada en la regiôn prôxima al carboxilo-terminal (figura 33).
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Fig. 33: Predicciôn de la estructura secundaria de la profilina de sandia segün el método descrito por Gamier y col. En 
amarillo se encuentran representados los aminoâcidos con ordenaciôn aperiôdica (c), en azul, la alfa hélice (h) y en 
rojo la lâmina beta (e).
113
-1 lO:.
Para el modelado de la estructura tridimensional de la profilina de sandia 
se empleô el programa Swiss-Model (Guex y Peitsch, 1997), basândonos en la 
estructura de la profilina de Arabidopsis thaliana (PDB: 3nulA) (figura 34).
Fig. 34: Modelo teôrico de la estructura tridimensional de la profilina de sandia. Se muestra en rosa 
las estructuras ordenadas en alfa-hélice, en morado las lâminas beta y en azul la ordenaciôn 
aperiôdica. A y B son vistas frontales de la proteina y C y D son el resultado de girar el modelo 
180°C.
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A lo largo de toda la estructura de la profilina se puede observar una 
combinacion de zonas hidrofôbicas e hidrofüicas, segûn la predicciôn teôrica 
obtenida por el método de Kyte y Doolittle (figuras 35 A, 36).
Fig 35: Predicciones teôricas de la hidrofobicidad (A) y antigenicidad de la Profilina de sandia, basadas en los 
modèles de Kyte y Doolittle (1982) y Welling y col. (1985), respectivamente.
Respecto a la alergenicidad teôrica de la profilina, aplicando la predicciôn 
de Welling, se pueden determinar 3 regiones con potencial antigénico, 
comprendidas entre los aminoâcidos 6-9, 20 y 94-100 (figuras 35 B, 37).
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Fig. 36: Modelo teôrico de la estructura tridimensional de la profilina de sandia, segun Kyte y 
Doolittle. Se muestra en amarillo los aminoâcidos hidrofôbicos. El modelo A es una vista frontal de 
la proteina y B es el resultado de girar el modelo 180”C.
B
Fig. 37: Modelo teôrico de la estructura tridimensional de la profilina de sandia, segun Welling y col. 
(1985). Se muestran en verde los aminoâcidos potencialmente alergénicos. El modelo A es una vista 
frontal de la proteina y B es el resultado de girar el modelo 180°C.
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Clonaciôn y secuenciaciôn 
codificante de rMDH
del cADN
1. Expresiôn de rMDH en Pichia pastoris
Para la expresiôn de rMDH en Pichia pastoris se probaron las mismas 
condiciones que para la expresiôn de la profilina: medio de crecimiento BMGY y 
medio de inducciôn BMMY. Inicialmente se probaron tiempos de inducciôn de 24 
y 48 horas, en las que no se obtuvo expresiôn de proteina recombinante (figura 
38).
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Figura 38: Anâlisis mediante SDS-PAGE e inmunodetecciôn del sobrenadante de la expresiôn de 
rMDH en Pichia pastoris a 24 horas y 48 horas utilizando medios BMGY y BMMY: tinciôn con 
Coomassie (A) e inmunodetecciôn con suero de pacientes (B). Las masas moleculares de los 
marcadores se indican a la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
Posteriormente se comprobô si se produciria expresiôn a mayores tiempos 










Figura 39: Anâlisis mediante PAGE-SDS (A) 
e inmunodetecciôn con suero de pacientes 
(B) para detectar la expresiôn de rMDH en 
Pichia pastoris a 72 y 96 horas utilizando 
medios de cultivo BMGY y  BMMY. Las 
masas moleculares de los marcadores se 
indican a la izquierda de los geles o 
inmunodetecciones, expresadas en kDa.
Se comprobô que la ausencia de la protema recombinante en el medio 
extracelular no se debia a una incorrecta secreciôn, mediante la lisis de las células 
y el anâlisis del contenido intracelular, sin observarse tampoco rMDH en el 
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Figura 40: Tinciôn con Invision His-Tag 
Stain (Invitrogen) de los sobrenadantes de la 
expresiôn de rMDH (A) y de un lisado de las 
células (B) de dos colonias de Pichia pastoris 
elegidas al azar (1 y 2) a 96 horas utilizando 
medios de cultivo BMGY y BMMY. Las 
masas moleculares de los marcadores se 
indican a la izquierda de los geles o 
inmunodetecciones, expresadas en kDa.
Por ultimo, se comprobô la expresiôn de rMDH utilizando otros medios de 
cultivo recomendados por el fabricante para la expresiôn de proteinas 
recombinantes en Pichia, concretamente BMGH Y MGYH como medios de 
crecimiento y BMMH y MMH como medios de inducciôn (figuras 41 y 42, 
respectivamente). Se analizaron diferentes bandas proteicas por espectrometria 
de masas (anâlisis MS/MS) y ninguna de ellas se correspondia con la rMDH.
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Figura 41: Anâlisis mediante PAGE-SDS (A) e inmunodetecciôn con suero de pacientes (B) para detectar la 
expresiôn de rMDH en Pichia pastoris a 24 y 144 horas tras la inducciôn, utilizando los medios de cultivo 
BMGH y BMMH. Las masas moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de los geles o 







Figura 42: Anâlisis mediante PAGE-SDS (A) e inmunodetecciôn con suero de pacientes (B) para detectar la expresiôn 
de rMDH en 8 colonias de Pichia pastoris a 72 horas tras la inducciôn utilizando medios MGYH y MMH. Las masas 
moleculares de los marcadores se indican a la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
2. Expresiôn de rMDH en Baculovirus
La rMDH fue finalmente expresada en células de insecto infectadas por 
Baculovirus. Como consecuencia del uso del medio de cultivo pBacPAK 
completo y debido a que este contiene suero bovino fetal (FBS), la rMDH 
presentaba gran contaminacion de albumina. Para reducir esta contaminacion, se
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sustituyo el medio de cultivo completo por medio basico de Grace en el momento 
de la infeccion de las células Sf21, tras ser cultivadas las células en el primero, 
que es mas adecuado para el correcto crecimiento celular. De este modo se redujo 
de manera significativa la cantidad de albùmina présente en el sobrenadante del 
cultivo (figura 43), donde se encontraba la rMDH.
9 7  kDa





Figura 43: Inmunodetecciôn con anticuerpo anti- 
MDH de la expresiôn de rMDH en Baculovirus 
utilizando medio pBacPAK completo (carril 1) y 
medio bâsico (carril 2). Las masas moleculares de los 
marcadores se indican a la izquierda de los geles o 
inmunodetecciones, expresadas en kDa.
La MDH recombinante se identified m ediante anâlisis de MS/MS, 
identificândose ocho péptidos de la MDH de sandia, de los que fueron 
secuenciados très de ellos, confirmando la identidad de la proteina expresada.








NGIEEVYSLGPLNEYER Tabla 6: péptidos identificados de la MDH de sandia mediante MS. Se muestran 
en rojo aquellos que fueron secuenciados en el anâlisis de MS/MS.
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2.1 Ensavos de Titulaciôn virica
Los ensayos de titulaciôn de los Baculovirus que contenian la secuencia de 
la MDH, se realizaron por duplicado. El resultado de la media del numéro de 
plaças de lisis observadas fue de 21 en el pocillo correspondiente a la diluciôn 10'^ 
del inôculo virico, lo que corresponde a un titulo de 2.1*10® pfu/m l.
E quivalencia  in m u n olôg ica  de rM D H  y  n M D H
En este caso, al igual que se hizo con la profilina, también se recurriô a la 
producciôn de un anticuerpo policlonal para comparar la respuesta 
inmunolôgica de la MDH natural y de la recombinante. Dicho anticuerpo se 
utilizô para realizar pruebas de inmunodetecciôn y ELIS A.
Se realizaron, ademâs, experimentos de inmunodetecciôn con sueros de 
pacientes. Se comprobô que la rMDH expresada presentaba capacidad de uniôn a 
las IgGs de conejo en el caso del anticuerpo policlonal, pero no a las IgEs de los 
pacientes, como se describe a continuaciôn.
1. Reconocimiento de rMDH y nMDH por la IgG del 
antisuero de conejo
El anticuerpo policlonal anti-MDH reconocia de modo especifico a la 
MDH, tanto en su forma recombinante como en la natural, formando parte del 
extracto completo de sandia. La diluciôn ôptima establecida para el anticuerpo 







Figura 44: Titulaciôn del anticuerpo
policlonal anti-MDH producido en el 
iaboratorio mediante inmunotransferencia. 
Se utilizaron diferentes diluciones del 
anticuerpo enfrentadas a rMDH. Carril 1: 
diluciôn 1/5000; carril 2: diluciôn 1/10000; 
carril 3: diluciôn 1/20000; carril 4: diluciôn 
1/30000; carril 5: detecciôn de MDH natural 
del extracto completo de sandia, diluciôn del 
anticuerpo 1/5000. Las masas moleculares 
de los marcadores se indican a la izquierda 
de los geles o inmunodetecciones, 
exoresadas en kDa.
Ademas se realizo una titulaciôn del anticuerpo anti-MDH mediante 
ELISA, con la malato recombinante de sandia expresada en las células Sf21 y 
utilizando BSA como control negativo. Se obtuvo una diluciôn ôptima de 1:5.000 




Figura 45: Titulaciôn en ELISA de la uniôn del anticuerpo policlonal 
anti-MDH a MDH recombinante. Control negativo: BSA.
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2. Reconocimiento de rMDH y nMDH por las IgEs 
de los sueros de los pacientes
En las inmunodetecciones realizadas con rMDH enfrentada a los sueros de 
pacientes no se observô reconocimiento de la protema por parte de las IgEs 











Figura 46: Panel A: Anâlisis mediante inmunodetecciôn de la rMDH utilizando sueros de diferentes pacientes alérgicos 
a sandia (carriles 1-8). Panel B: Anâlisis mediante inmunodetecciôn comparando la capacidad de la rMDH (carril 1) y 
de la nMDH (carril 2) de fijar la IgE présenté en una mezcla de sueros de pacientes. Las masas moleculares de los 
marcadores se indican a la izquierda de los geles o inmunodetecciones, expresadas en kDa.
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Determinaciôn de parâmetros moleculares de 
la MDH a partir de predicciones teôricas
Para la malato deshidrogenasa, de 319 aminoâcidos, se obtuvieron 
utilizando el programa Protpram  del servidor Expasy, una masa molecular 
teôrica de 37636.7 Da y un punto isoélectrico teôrico de 8.67.
Al igual que para la profilina, la estructura secundaria se realizo por el 
método de Garnier y col (1996), obteniéndose un 32.6% de estructura en alfa 
hélice, un 21.32% de lamina beta y un 46.08% de estructura aleatoria (figura 48).
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Fi g. 48: Predicciôn de la estructura secundaria de la MDH de sandia segun el 
método descrito por Gamier y col. En amarillo se encuentran representados los 




Para el modelado de la estructura tridimensional de la MDH de sandia 
también se empleô en programa Swiss-Model (Guex y Peitsch, 1997), como y a se 
hizo para el m odelado de la profilina, esta vez utilizando el molde IsmkC, 
correspondiente a la propia MDH de sandia.
Fig 49: Predicciones teôricas de la hidrofobicidad (A) y antigenicidad (B) de la MDH de sandia, basadas en los 
modelos de Kyte y Doolittle (1982) y Welling y col. (1985), respectivamente.
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Fig. 50: Modelo teôrico de la estructura tridimensional de la MDH de sandia. Se muestra en 
naranja las estructuras ordenadas en alfa-hélice, en rojo las lâminas beta y en verde la ordenaciôn 
aperiôdica. A y B son vistas frontales de la proteina y C y D son el resultado de girar el modelo 
180°C.
En lo referente a la polaridad de la MDH, puede observarse zonas polares 
y apolares distribuidas homogéneamente a lo largo de toda la estructura 
secundaria de la proteina (figura 49 A), como también se puede observar en su 





Fig. 51: Modelo teôrico, segun Kyte y Doolittle, de la estructura tridimensional de la MDH de sandia. Se 
muestran en amarillo los aminoâcidos hidrofôbicos, sobre el modelo teôrico de la estructura de la MDH de 
sandia. El modelo A es una vista frontal de la proteina y B es el resultado de girar el modelo 180”C.
Aplicando el método de Welling, como se hizo anteriormente con la 
profilina, se obtuvieron las regiones de potencial alergénico teôrico de la MDH, 
com prendidas en los aminoâcidos 13-21, 32-36, 74-78, 105-108, 173-186, 207-213, 
229-233, 258-265, 275-283, 312-313, 336-343 (figuras 49 y 52).
Fig. 52: Modelo segün Welling y col. (1985), de la estructura de la MDH de sandia. Se muestran en azul los 
aminoâcidos potencial mente alergénicos. El modelo A es una vista frontal de la proteina y B es el resultado de 
girar el modelo 180"C.
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Detecciôn de glicoproteinas: Tinciôn con
concanavalina A
Para analizar la existencia de azûcares en la estructura de la rprofilina y de 
la rMDH se llevô cabo una tinciôn de las proteinas purificadas con la lectina 
ConA (que une especlficamente residues de manosa), aplicada en PAGE-SDS y 
transferida a membrana. Como control positive de glicosilaciôn se utilizô el la 
inmunoglobulina IgG y como control negativo BSA.
El resultado fue positive para la glicosilaciôn de forma recombinante de 






Fig. 53: Anâlisis mediante la tinciôn con ConA. 1: rMDH; 2: 
rProfilina; 3: IgG, utilizado como control positive de 
glicosilaciôn; 4: BSA, utilizado como control negativo de 
glicosilaciôn. Las masas moleculares de los marcadores se 





1. Alergia a alimentos
La alergia a alimentos es una enfermedad frecuente cuya incidencia ha 
aumentado durante los ûltimos anos y que conlleva una disminucion en la 
calidad de vida del paciente, por lo que la identificacion y caracterizacion de los 
alérgenos de las diferentes fuentes alergénicas se ha convertido en una necesidad 
de vital importancia, para lograr tanto una mejora en el diagnostico de la 
enfermedad, como una terapia adecuada.
Los pacientes alérgicos a sandia presentaron en todos los casos una 
enfermedad de alergia por polen. Aunque el tamano muestral no permite excluir 
la existencia de casos aislados y excepcionales de aparicion de alergia a sandia en 
ausencia de polinosis, parece que la alergia a sandia se manifiesta, al igual que 
algunas frutas (por ejemplo el melon) en el seno de la enfermedad pollnica. No 
obstante, en nuestro entorno se ha descrito alergia a otros alimentos de origen 
vegetal, como el melocoton, kiwi o mostaza, en los que un porcentaje notable de 
pacientes (20-30%) cursaron su alergia a alimentos en ausencia de polinosis.
Curiosamente, es en estos pacientes sin alergia al polen en los que se 
encuentra una mayor prevalencia de reacciones graves, sistémicas o 
generalizadas, llegando a afectar a mas del 50% 023) Otro dato interesante de los 
pacientes alérgicos a sandia, relacionado con la polinosis fue la mayor frecuencia 
de asma en relacion con la poblacion pollnica.
Como ya se ha mencionado en la introduccion, pocos estudios se han 
llevado a cabo hasta la fecha en el campo de la alergia a la sandia, y los que se 
hablan realizado se centraban en la reactividad cruzada existente entre la sandia 
y el polen de otras fuentes alergénicas, asl como en la existencia de proteinas 
capaces de fijar IgE. No fue hasta mas tarde cuando se describio la presencia de 
un alérgeno de 14 kDa en la sandia, gracias a los estudios de Jordan-Wegner et al. 
(104) y Asero et. al. 005)^  quienes describieron los slntomas orales que presentaban 
los pacientes alérgicos a sandia.
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El estudio de los alérgenos de sandia puede aportar informaciôn de gran 
interés acerca del conjunto de la alergia a alimentos, ya que ademâs de ser una 
fruta muy consumida en Espana, présenta reactividad cruzada con otras frutas 
(102) (103) (116)^  asi como con pôlenes 024) (i2S)
2. Pacientes
Dentro del grupo de pacientes estudiados en esta tesis, ninguno 
presentaba reacciones alérgicas con sintomas sistémicos, que generalmente se 
producen en respuesta a la sensibilizaciôn a alérgenos resistentes a enzimas 
gâstricas. Esto ocurre en la alergia a otras frutas, como en el caso del melocoton, 
donde el 26% de los afectados présenta sintomas sistémicos, relacionados con la 
sensibilizaciôn a la LTP 023) Los alérgenos de sandia son alérgenos lâbiles y 
râpidamente degradados tras su ingestion. Este hecho fue confirmado con los 
resultados obtenidos en los ensayos realizados para establecer la sensibilidad a 
las enzimas gâstricas de los alérgenos de la sandia (figura 19), lo que concuerda 
con los sintomas fundamentalmente orales que presentaban los pacientes 
seleccionados.
Para lograr un correcto diagnostico de alergia a alimentos es muy 
importante realizar una exhaustiva historia clinica, siendo necesario interrogar al 
paciente sobre las caracteristicas de la reacciôn sufrida y la relaciôn temporal 
entre la ingesta del alimente y la apariciôn de sintomas.
Las reacciones alérgicas causadas por alimentos suelen aparecer dentro de 
los 60 minutes siguientes a su ingestion, algunas en concrete aparecen dentro de 
los primeros 30 minutes, aunque también pueden aparecer reacciones alérgicas 
que se inician transcurridos de 30-60 minutos tras la ingestion del alimente 
aunque éstas son situaciones poco frecuentes.
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La cantidad de alimento ingerida puede utilizarse para calcular la dosis de 
inicio de las pruebas de provocaciôn oral, por lo que es un dato de gran valor con 
los alimentos que producen reacciones generalizadas. Sin embargo, en el caso de 
la alergia a sandia, donde el 100% de los pacientes cursa con SAO 
exclusivamente, este dato adquiere una menor relevancia
Por régla general, después de realizar la historia clinica se tiene una idea 
de cuâl es el alimento causante de la alergia. El siguiente paso es solicitar pruebas 
de Iaboratorio que confirmen ese diagnostico, que consisten fundamentalmente 
en enfrentar el suero del paciente con los alérgenos del alimento sospechoso de 
causar la reacciôn alérgica, con el fin de determinar los valores de IgE especificos.
Las pruebas de detecciôn de IgE especifica son de gran fiabilidad con 
algunos antigenos comerciales, pero de momento no es posible disponer de todos 
los alérgenos alimentarios correctamente estandarizados, al contrario de lo que 
ocurre con la mayoria de los aero-alérgenos. Lo que asegura la calidad de un 
extracto alergénico, entre otros criterios, es la correcta estandarizaciôn en la 
producciôn del mismo. En el pasado se obtenian resultados dispares y confusos, 
porque que la ûnica informaciôn que se ténia acerca de los extractos era la 
relaciôn peso/volum en de proteinas alergénicas. Para evitar esto se han 
establecido unos criterios, especificando la necesidad de que los extractos 
alergénicos estuvieran caracterizados y que se realizara una cuantificaciôn de la 
actividad biolôgica, asi como del alérgeno principal (i26)
Aunque las pruebas de Iaboratorio con extractos de calidad tienen una 
buena sensibilidad cuando se utilizan en el diagnôstico, su baja especificidad 
hace que los resultados no sean comparables con los obtenidos en las pruebas de 
provocaciôn.
Actual mente se esta trabajando para mejorar la calidad de los extractos 
(alérgenos naturales y recombinantes, por ejemplo) y para optimizar el empleo 
de nuevas técnicas, como los microarrays con proteinas purificadas o con 
péptidos que conforman los epitopos de las proteinas alergénicas, que podrian
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permitir en un futuro cercano la realizaciôn de los diagnôsticos a partir de una 
muestra de sangre. Sin embargo aùn no es posible la supresiôn de las pruebas de 
provocaciôn oral, que son la mejor herramienta para el diagnôstico final de la 
alergia alimentaria.
Los pacientes seleccionados para esta tesis, ademâs de la alergia a sandia, 
padecian una polinosis con sintomas de rinitis alérgica, presentando un elevado 
porcentaje de ellos asma primaveral asociada, concretamente el 78.3%. Aunque se 
desconoce la razôn final de ello, se atribuye a la reactividad cruzada existente 
entre los pôlenes y las frutas. Por esta misma razôn, muchos de ellos eran 
también alérgicos a otras frutas, sobre todo de la familia de las cucurbitâceas, por 
ser mayor la semejanza existente entre los miembros de una misma familia. Este 
patrôn de alergia a frutas y a polen, también se ha observado en otros casos, 
como en la alergia al aguacate y al melôn, donde se analizaron mas de 900 
pacientes de numerosos centres hospitalarios espanoles (Red Vegetalia, Institute 
Carlos 111, MSC, Espana, Trabajo en preparaciôn).
La semejanza existente entre las profilinas no permite descartar la 
posibilidad de que la sensibilizaciôn a la sandia sea consecuencia de una primera 
sensibilizaciôn a pôlenes, ya que la hipôtesis mas aceptada en la actualidad es 
que la alergia a frutas sea consecuencia de la reactividad cruzada con pôlenes. Sin 
embargo, la TPI hasta ahora no ha sido caracterizada como alérgeno del polen 
(Red Vegetalia, Institute Carlos 111, MSC, Espana, Trabajo no publicado), por lo 
que no se descarta que exista una sensibilizaciôn de los pacientes directamente a 
algunas de las proteinas de sandia.
En realidad, la sensibilizaciôn a casi cualquier fruta o vegetal podria estar 
causada por una sensibilizaciôn a profilina, del mismo modo que la 
sensibilizaciôn al polen podria deberse también a la profilina ya que es un 
panalérgeno y présenta reactividad cruzada con una larga lista de profilinas 
présentes en otras fuentes vegetales (^ 9) (i2T) (124) (125) De todos modos, la relevancia 
clinica de la profilina sigue cuestionândose, ya que el elevado grado de 
reactividad cruzada existente, no siempre se traduce en sintomas clinicos d^ 8) (127)
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Es decir, aunque el paciente tenga resultados positives para profilina en las 
pruebas diagnôsticas, esto no significa que padezca sintomas a ese polen o 
alimento (atopia latente).
En este trabajo, los pacientes estudiados presentaron resultados positives 
en las pruebas cutâneas a multitud de extractos, lo cual no necesariamente 
significa que exista una reacciôn alérgica a todos ellos, sino que podria ser que 
ûnicamente estén sensibilizados a ellos, bien porque estân en la fase asintomâtica 
previa al desarrollo de la alergia, o porque las IgEs présentes en su organisme 
reaccionan frente a dichos compuestos porque comparten epitopos con otros a los 
que si estân sensibilizados, es decir, por reactividad cruzada. Esto nos da una 
informaciôn de gran utilidad, puesto que aquellos alimentos también deberân ser 
eliminados de la dieta del paciente, por el riesgo que conlleva su consume.
3. Anticuerpos policlonales
A lo largo de este trabajo se han desarrollado dos anticuerpos policlonales, 
producidos en conejo, que han sido de gran ayuda a la hora de la caracterizaciôn 
de los alérgenos. Se trata de anticuerpos muy sensibles, aunque presentan ciertas 
diferencias en cuanto a sus caracteristicas. En el caso del anticuerpo anti- 
profilina, producido tras la inyecciôn intramuscular de profilina recombinante de 
sandia, se trata de un anticuerpo altamente sensible, ya que su diluciôn 
recomendada es 1:100.000, diluciôn a la cual dicho anticuerpo résulta muy 
especifico, como se puede observar al ser utilizado frente al extracto completo de 
sandia, donde ninguna otra proteina résulta reconocida (figura 28). Ademâs este 
anticuerpo ha resultado ser de gran utilidad para la detecciôn de otras profilinas 
(figura 26).
El anticuerpo anti-MDH fue producido inmunizando al conejo con una 
MDH procedente de otro organismo, concretamente de cerdo. Debido a que se 
trata de proteinas homôlogas, con un 71 % de identidad al alinear sus secuencias.
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la MDH de sandia es reconocida por el anticuerpo, aunque se puede observar 
una disminucion de la sensibilidad. La diluciôn recomendada aumenta hasta 
1:10.000 (figura 45).
4. Alérgenos de sandia
En el caso de la alergia a la sandia, se pudo observar que los sujetos de 
estudio estaban sensibilizados a una gran variedad de proteinas, con masas 
moleculares comprendidas entre 12 y 70 kDa.
En esta tesis fueron identificados, mediante técnicas de SDS-PAGE e 
inmunodetecciôn, très de las proteinas alergénicas de sandia: la profilina, la 
MDH y la TPI. En los très casos se trata de alérgenos principales, ya que eran 
reconocidos por mas de la mitad de los pacientes, como se ha especificado 
anteriormente.
La identificacion de los alérgenos de sandia presentaba cierta dificultad 
por poseer esta fruta un bajo contenido proteico y elevado en azûcares. Si estos 
no hubieran sido eliminados del extracto, su concentraciôn podria haberse visto 
incrementada al utilizar técnicas comunes, como la ultrafiltraciôn, precipitaciôn, 
etc. Esto reduciria el paso de la corriente eléctrica a través del gel durante la 
electroforesis, dando lugar a un patrôn proteico distorsionado. Como 
consecuencia, la detecciôn de bandas con capacidad de unir IgEs en 
inmunodetecciôn se hubiera visto considerablemente reducida llegando a ser 
incluso indétectable Para la eliminaciôn de los componentes azucarados y 
por tanto de estos inconvenientes, se hizo pasar el extracto de sandia en una 
columna de cromatografia de intercambio iônico, la Q-Sepharose (GE- 
Healthcare) que permite la eliminaciôn de los azûcares présentes y de otros 
componentes no proteicos, obteniéndose un extracto enriquecido en proteinas.
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En la actualidad, existen otros métodos para eliminar los azûcares de los 
extractos de proteinas, pero implican complejos procesos homogeneizaciôn de las 
frutas a bajas temperaturas que pueden alargar el protocole, mientras que el 
método elegido en este trabajo, basado en un solo paso de cromatografia, permite 
la correcta detecciôn mediante inmunodetecciôn de bandas que unen IgE.
4.1. Identificacion de alérgenos
La identificaciôn de las proteinas se realizô por dos métodos: la 
secuenciaciôn del extreme amino terminal y la espectrometria de masas. Este 
segundo método dio mejores resultados ya que la secuenciaciôn de Edman no 
résulté exitosa para la identificaciôn de la TPI y de la profilina, posiblemente por 
encontrarse bloqueados sus extremes amino terminales. Las causas mas 
frecuentes de estos bloquées son diferentes modificaciones, taies como 
formilaciôn, acetilaciôn, acilaciôn y ciclaciôn de los residues de glutamina, 
aunque no se ha estudiado cuâl de ellas nos afecta en este caso. Las dos proteinas 
que no pudieron ser identificadas por degradaciôn de Edman, fueron 
identificadas mediante anâlisis de MS/MS (tabla 4).
Las très proteinas identificadas estân altamente conservadas en el reine 
vegetal (www.uniprot.org). En el caso de la TPI, no fue posible su identificaciôn 
directamente a partir de la secuencia de péptidos, porque esta proteina aûn no ha 
sido secuenciada en sandia. De todos modos, la semejanza existente entre las 
TPIs de otros alimentos vegetales es muy elevada. La secuenciaciôn de dos de sus 
péptidos internos confirmé un 100% de identidad con los péptidos de TPIs de 
otras especies, como arroz {Oryza sativa), patata {Solanum tuberosum), trigo 
(Triticum aestivum), lechuga (Lactuca sativa), maiz {Zea mais), cebada (Hordeum 
vulgaris), asi como también habia un 100% de identidad con péptidos de TPI de 
organismes lejanos filogenéticamente, como el ratôn, rata o humano. Por todo 
esto se puede considerar que la proteina de 28 kDa se trata de la TPI de sandia.
137
De todos modos, en el futuro, el clonaje de la TPI de sandia nos permitirâ conocer 
su secuencia y se podrâ evaluar con exactitud la similitud existente entre esta y 
las TPIs de otras fuentes de alimentos vegetales.
La MDH y la TPI, al igual que la profilina, que ha sido descrita en 
multitud de alimentos vegetales y pôlenes 0^ *^ ) (^), ya habian sido
previamente aisladas y caracterizadas como alérgenos en otras fuentes. La MDH 
fue descrita por primera vez como alérgeno en la levadura Malasezzia Mas 
tarde también se describiô en el género Aspergillus 0 2^) y en el polen de senecio 
(133)^  pero ha sido este estudio cuando se ha descrito por primera vez como 
alérgeno alimentario.
La TPI se describiô como alérgeno en lâtex en trigo en lichi (^ 26) y 
en el insecto Forcipomyia taiwana P t^) Mas tarde también se describiô en 
crustâceos, como la gamba comûn {Crangon crangon) o Archaeopotamobius 
sibiriensis, pero en estos ûltimos aûn no han sido publicado (www.allergome.org).
Aunque no es un objetivo de este estudio evaluar la alergia a lichi o a 
trigo, se revisô la historia clinica de los pacientes seleccionados y ninguno de 
ellos refiriô sintomas tras la ingestiôn de estos alimentos, por lo que, tras 
descartar la posibilidad de una sensibilizaciôn causada por reactividad cruzada, 
podemos afirmar que la TPI de sandia si puede ser capaz de sensibilizar a los 
pacientes por via oral.
4.2. Profilina
La profilina es un panalérgeno muy conservado en organismes eucariotas 
y responsable de muchos de los procesos de reactividad cruzada présente entre 
diversas fuentes de origen vegetal como ocurre entre pôlenes y alimentos, como 
se ha mencionado anteriormente.
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La profilina se ha descrito como un alérgeno menor, pero de gran 
importancia, en una gran variedad de pôlenes y alimentos, con un porcentaje de 
pacientes sensibilizados cercano al 20% (^) pero ademâs de en la sandia, 
también ha sido descrito como alérgeno principal en otras frutas, como son el 
melôn la manzana 0^) o la naranja Las diferencias encontradas en los 
porcentajes de sensibilizaciôn de los pacientes podrian deberse a factores 
geogrâficos, ya que normalmente los estudios realizados acerca de la prevalencia 
de la profilina se han realizado en âreas del norte de Europa, donde la alergia al 
polen de abedul es prédominante, mientras que si estos estudios se hubieran 
llevado a cabo en regiones con mayoria de otros pôlenes, como en Italia, donde 
predom inan la ambrosia y las gramineas, seguramente los pacientes mostrarian 
una mayor sensibilizaciôn a la profilina
La importancia de la identificaciôn y caracterizaciôn de la profilina radica 
en que, como ya se ha comentado, es una proteina que acarrea gran controversia 
en lo que se refiere a su relevancia clinica. Existen estudios en los que se afirma 
tanto que existe poca correlaciôn entre la reactividad a profilina en los test 
realizados in vitro y la clinica de la alergia a alimentos (^ i) (49) (i40)^  como que en 
efecto se trata de un alérgeno clinicamente relevante Las discrepancias
observadas respecte a la relevancia clinica de este alérgeno se deben, muy 
posiblemente, al criterio de selecciôn de los pacientes: si éstos son seleccionados 
en base a la reactividad de las IgE séricas, entonces parece que la relevancia 
clinica disminuye, mientras que si el criterio es la historia clinica de alergia a 
alimentos, la relevancia clinica de la profilina aumenta d^ s)
En cuanto a la purificaciôn de la profilina natural de sandia, aunque en 
este trabajo se ha purificado por métodos de cromatografia convencionales, se 
obtienen mejores resultados al usar la cromatografia de afinidad, basada en la 
Sepharose-poly-prolina. Los rendimientos de purificaciôn obtenidos fueron m uy 
elevados, si se comparan con los obtenidos para la purificaciôn de otras fuentes, 
como en el caso de Phaselus vulgaris (^ 2^)^  donde se obtenian de 1 a 3 jig/m l de 
profilina del total de proteinas de extracto, frente a los 10 jug/ml que se
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consiguen de profilina de sandia. Probablemente, esto se deba a que la cantidad 
de esta proteina en la sandia es mucho mayor que en otras fuentes, lo cual no 
actûa en detrimento de la validez de esta profilina, sino que remarca aûn mas su 
valor como profilina modelo para el diagnôstico de sensibilizaciôn a profilinas de 
alimentos vegetales por su facilidad de obtenciôn.
A nuestro parecer, la caracterizaciôn de la profilina de sandia, lejos de ser la 
caracterizaciôn de una profilina mas dentro del amplio panel de profilinas 
descritas, es una cuestiôn de gran trascendencia, ya que se trata de una fruta con 
una de las mayores frecuencias de reconocimiento a esta proteina dentro de las 
alergias a alimentos de origen vegetal.
En lo que a la clonaciôn de la profilina de sandia se refiere (CI: 
52352488), es necesario mencionar que esta proteina no sufre modificaciones 
post-traduccionales, taies como glicosilaciôn. A pesar de que la clonaciôn de las 
profilinas de otras fuentes se habia llevado a cabo con éxito en sistemas de 
expresiôn procariotas, como E. coli, en nuestro caso se optô por la expresiôn en 
Pichia pastoris, una levadura.
P. pastoris es un sistema que permite la expresiôn de grandes cantidades 
de proteina recombinante, asi como una purificaciôn relativamente sencilla y 
cômoda, debido a que la proteina producida es secretada al medio extracelular, 
gracias a la secuencia del factor a  incluida en el vector de expresiôn utilizado, 
cuya funciôn es dirigir la proteina fuera de la célula. Este método présenta 
ventajas sustanciales frente a la purificaciôn de proteinas recombinantes 
producidas en £. coli. Se ha observado que al expresar proteinas recombinantes 
en sistemas bacterianos, es frecuente la formaciôn de agregados insolubles, como 
los cuerpos de inclusiôn, asi como agregados por oligomerizaciôn, que pueden 
llevar a la producciôn de proteinas biolôgicamente inactivas el mejor de
los casos, las proteinas han de ser purificadas a partir de un lisado celular, lo que 
complica en gran medida el proceso y reduce el rendimiento.
En este caso, el vector de expresiôn de Pichia pastoris, pPICZaA, permite 
la expresiôn de la proteina recombinante como una proteina de fusiôn, dentro del
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mismo marco de lectura que la cola de histidinas, anadida a la secuencia de la 
profilina mediante técnicas de PCR, lo que también facilita su purificaciôn 
mediante cromatografia de afinidad.
La forma recombinante de la profilina puede, en algunos casos, 
presentar una actividad reducida, debido a que en las fuentes naturales existen 
multiples isoformas de la forma natural, mientras que la forma recombinante es 
solo una de ellas d44) (145) q debido a un posible plegamiento incorrecto de la 
proteina al ser expresada en un sistema forâneo (^), aunque esto es mas frecuente 
al expresar en bacterias d^ 3)
Existen estudios que sugieren que la profilina natural de muchas de las 
fuentes vegetales es mas apropiada para el diagnôstico y ofrece mejores 
resultados que las formas recombinantes, al menos en los ensayos realizados in 
vitro (^ "^ 5) (127) Pj-j este trabajo se demuestra que en el caso de la profilina 
recombinante de sandia, ésta puede ser de gran ayuda a la hora de evaluar la 
sensibilizaciôn a esta fruta.
Por otro lado, el uso de la profilina recombinante es altamente 
recomendable, ya que se trata de una fuente econômica y casi inagotable de esta 
proteina. La profilina de sandia, alérgeno principal en esta fruta, podria ser un 
candidate perfecto como modelo para estudiar la sensibilizaciôn a profilinas de 
alimentos de origen vegetal, asi como Pru p 3 es el prototipo de la familia de las 
LTPs como alérgenos alimentarios (^ 6^) (i47)
La purificaciôn de las profilinas fue confirmada mediante PAGE-SDS, 
donde se observô la presencia de una banda proteica en el caso de la profilina 
natural (figura 20), mientras que en el de la profilina recombinante aparecian 
claramente très bandas de diferentes masas moleculares (figura 23). Esto podria 
deberse a la introducciôn de diferentes modificaciones post-traduccionales por 
parte del sistema de expresiôn de P. pastoris. Taies modificaciones no parecen ser 
diferentes grados de glicosilaciôn, ya que en la tinciôn con Concanavalina A, 
lectina con afinidad por los residuos azucarados, se obtiene un resultado 
negativo para la presencia de glicoproteinas (figuras 53). De todos modos, se ha
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observado que la profilina natural puede aparecer como dos o incluse très 
bandas proteicas, como en el caso de las profilinas de muchos pôlenes (figura 26).
No obstante, para comprobar la identidad de las très bandas de profilina 
recombinante, estas se identificaron mediante espectrometria de masas, 
resultando todas ellas profilina (figura 24). Este resultado también fue 
confirmado con los ensayos de inmunodetecciôn realizados con los sueros de 
pacientes y con el anticuerpo policlonal producido en nuestro laboratorio, siendo 
reconocidas las très bandas tanto por las IgEs de los pacientes como por la IgG 
del conejo especifica anti profilina (figura 23). Ademâs, también se realizaron 
pruebas de inhibiciôn, en inmunodetecciôn (figura 28) y en ELISA (figura 29) 
para asegurar los resultados obtenidos previamente.
El test de activaciôn de basôfilos realizado con profilinas natural y 
recombinante, muestra que la IgE especifica frente a profilina es capaz de 
provocar la desgranulaciôn de los basôfilos en pacientes alérgicos a sandia. Esto 
significa que existe una actividad biolôgica del alérgeno, quedando demostrada 
su relevancia cllnica en el caso de la alergia a la sandia. Igualmente existe la 
posibilidad de utilizar la profilina recombinante para propôsitos clinicos, en 
lugar de la forma natural, cuya obtenciôn esta sujeta a variables como, por 
ejemplo, la existencia de fruta en ese determinado tiempo y lugar.
La producciôn de la forma recombinante de la profilina permite la 
evaluaciôn de esta proteina como alérgeno. De hecho se realizô una comparativa 
de la equivalencia inmunolôgica de ambas formas, natural y recombinante, que 
presentaban la misma reactividad frente a las IgEs de los pacientes, resultando 
ser équivalentes en pruebas de diagnôstico in vitro como ELISA, 
inmunodetecciôn y Basotest. En pruebas in vivo, como son las pruebas cutâneas, 
no se ha podido probar la utilidad de esta profilina recombinante como marcador 
de sensibilizaciôn, debido a que no teniamos la autorizaciôn del Comité Ético 
necesaria para el uso de proteinas recombinantes en pacientes.
Sin embargo, en otros paises de la uniôn Europea, ya se han realizado 
estudios con alérgenos recombinantes, obteniéndose muy buenos resultados.
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como en el realizado por Jutel et. al. que utilizô una mezcla de 5 alérgenos 
recombinantes del polen de Phleum pratense, para el tratamiento de los pacientes 
alérgicos. En ese estudio, los pacientes desarrollaron una fuerte respuesta de tipo 
IgG a esos alérgenos, observândose una clara disminuciôn de los smtomas de la 
alergia y de la dosis de medicamento necesaria.
El uso de los alérgenos recombinantes ofrece la posibilidad de realizar 
un diagnôstico a nivel molecular, por tanto mas especifico, asi como un 
tratamiento personalizado para cada paciente. Esto mejoraria en seguridad y 
efectividad a la actual SIT, que conlleva varios inconvenientes, a pesar de ser un 
tratamiento bien establecido para el tratamiento de las alergias. Los posibles 
efectos adversos de la SIT son, entre otros, la posibilidad de una reacciôn severa 
mediada por IgE debido a la administraciôn sistémica del alérgeno; adquisiciôn 
de nuevas sensibilizaciones, puesto que se esta administrando una mezcla de 
alérgenos a todos los que el paciente no tiene por qué estar sensibilizado. 
Ademâs bay que anadir que, en muchos casos, no se pueden alcanzar las dosis de 
mantenimiento debido a los efectos secundarios de los extractos no 
estandarizados (iso) (isi) Ademâs, el uso de las proteinas recombinantes se 
puede aplicar a la producciôn de hipoalérgenos para una inmunoterapia mâs 
segura para el paciente. Ademâs un panel de alérgenos recombinantes séria un 
perfecto sustituto de los extractos no estandarizados, que facilitarian un
diagnôstico mâs exhaustivo de los componentes que provocan la sensibilizaciôn
(152).
Centrândonos en el caso de la profilina, los pacientes sensibilizados a 
este panalérgeno son tendentes a desarrollar el sindrome de alergia a pôlenes y 
alimentes, debido a que se trata de una proteina ubicua. Ademâs, tal y como 
ocurre con otros alérgenos responsables de este sindrome, son fâcilmente 
degradados durante su almacenamiento o protocole de extracciôn, siendo el uso 
de alérgenos recombinantes una buena alternativa como se ha demostrado 
en las pruebas de diagnôstico in vitro realizadas con la profilina de sandia.
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La elevada similitud en las secuencias de las profilinas (figura 27) podria 
explicar la existencia de sensibilizaciôn a profilinas de diferentes fuentes 
végétales, asi como las diferencias en dichas secuencias podria explicar los 
distintos patrones clinicos observados en los pacientes. Se ha descrito el hecho de 
que la gran especificidad de las IgEs hacia epitopos variables, podria influir en la 
manifestaciôn clinica de la sensibilizaciôn a la profilina d^ 3)
K3Ch 2^1«>: SW Q A Y V D D E M elo nS W Q A Y V D D I
E 4 ( h » 4 S ) : K S E R r r g u c T K
« S A T T rA T R U E
S an d ia
E l ( M i é - 7 S . „ n - « 3 ) : P l iG G r K Y lI V I .- V K G K K C B G G  1 T  
Y M » S K Y I I V L _  V m O E K G rO G V T
E 2  Cm  9S^99... 122-131): K K T R Q -. M a i Y U E Q O .  
K K T A I—  I X a iY U E Q C a .
Fig. 53: Diagramas de la estructura
secundaria (a) y terciaria (b) de la profilina 
de sandia, mostrando en azul los principales 
epitopos encontrados en Cue m 2 <®2): El 
(residues 66-75 y 81-93), E2 (residues 95-99 y 
122-131), E3 (residues 2-10) y E4 (residues 
35-45). Los paneles 1 a 3 difieren en una 
rotaciôn de 90° en sentido de las agujas del 
reloj sobre el eje vertical.
En la parte inferior aparecen las secuencias 
de los epitopos de Cue m 2 y las secuencias 
équivalentes de la profilina de sandia. En 
color verde aparecen los aminoâcidos 
équivalentes y los no équivalentes aparecen 
en rojo (Porcentaje de identidad = 42/56  
(75%)). Positivas (48/56 (85%)).
Com parando las secuencias que conforman los epitopos principales de 
Cue m 2 P) con las secuencias équivalentes en la profilina de sandia (figura 53), 
se ha observado que en ambos casos, melon y sandia, los epitopos de la profilina 
se encuentran situados en la superficie de la proteina. Se ha observado que existe 
un 75% de identidad, que contando con los aminoâcidos équivalentes pasa a ser 
de un 85% de similitud. Las diferencias existentes podrian ser una razôn que
144
explique las diferencias encontradas en los smtomas de aquellos pacientes 
alérgicos a melon y aquellos que lo son a sandia.
El conocimiento de la secuencia de nucleôtidos de la profilina de sandia 
permitirâ, en un futuro proximo, el diseno de péptidos solapantes, que a través 
de técnicas de microarrays, ayudarâ a averiguar cuâles son las secuencias lineales 
que conforman los epitopos secuenciales de la profilina y las diferencias 
epitôpicas existentes respecte a otras profilinas. Esto abrirâ la posibilidad de un 
mayor conocimiento de las diferencias encontradas en las manifestaciones 
clinicas de las alergias alimentarias de los pacientes con sensibilizaciôn a profilina 
y su posible evoluciôn
El modelado teôrico de la estructura de la profilina, asi como los tests de 
antigenicidad e hidrofobicidad realizados, podrian ser de gran ayuda para 
interpretar los resultados que se obtengan gracias a las técnicas de microarrays.
La evoluciôn de los pacientes no se puede prever teniendo en cuenta 
ùnicamente la hipôtesis de sensibilizaciôn a la molécula compléta, como ya ha 
sido demostrado en otros estudios, como en los realizados sobre la alergia a la 
caseina de la leche de vaca la alergia al trigo o la alergia al cacahuète M). 
Por otro lado, con ayuda de estas técnicas se podria llevar a cabo la producciôn 
de una profilina recombinante hipoalergénica que pueda ser utilizada en 
inmunoterapia, es decir, que preserve los motivos estructurales necesarios para el 
reconocimiento por parte de las células T y que induzcan la respuesta IgG, pero 
que no favorezca la uniôn de anticuerpos IgE (1^ 9) (i54) (iss) {i56) (i57)
Se puede concluir que la forma recombinante de la profilina de sandia 
présenta un patrôn de uniôn a IgE y una actividad biolôgica similares a las 
encontradas para la forma natural, lo que significa que la profilina recombinante 
es una potente herramienta de diagnôstico que también podrâ ser utilizada en 
tratamientos de inmunoterapia, gracias a las técnicas de microarrays y biologia 
molecular.
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4.3. Malato deshidrogenasa (MDH)
La malato deshidrogenasa es una enzima implicada en el ciclo de Calvin, 
concretamente en la transformacion del oxalacetato a malato, utilizando NAD+ 
como aceptor/  donador de electrones.
Debido a que es la proteina a la que estan sensibilizados el mayor numéro 
de los pacientes (96%), fue clonada y se expreso su forma recombinante, con el 
objetivo de utilizarla en un futuro para realizar numerosos estudios con esta 
proteina. Aunque se ha logrado purificar su forma natural a partir del extracto 
completo, no es un proceso facil ni los rendimientos son muy elevados. Esto se 
debe a que son necesarios varios pasos cromatograficos, lo que se traduce en un 
aumento del tiempo empleado en la purificacion y una disminuciôn del 
rendimiento de la misma.
En este trabajo, la MDH natural se purificô a partir del extracto completo 
de sandia, pero sin obtener gran cantidad de proteina. Tal y como se ha 
comentado anteriormente, no se consiguiô la MDH completamente purificada, ya 
que aparecia un contaminante de aproximadamente 40 kDa que no fue posible 
eliminar. Dicho contaminante, sin embargo, no afectaba a las pruebas de 
inmunodetecciôn, porque no presentaba capacidad de uniôn a IgE. Sin embargo, 
esto trajo como consecuencia que no se pudiera cuantificar con exactitud la 
cantidad de MDH obtenida en la purificacion, aunque si es de remarcar el bajo 
rendimiento obtenido en el proceso.
Debido a la dificultad existente en cuanto a la obtenciôn de MDH natural a 
partir de un extracto de sandia, se decidiô producir la forma recombinante, que 
permitiria la obtenciôn de may ores cantidades de proteina.
Para la producciôn de la MDH recombinante se procediô del mismo modo 
que en el caso de la obtenciôn de profilina recombinante, salvo que en este caso 
no pudo lograrse la expresiôn en el sistema de levaduras, que tan buen resultado 
ofreciô para el otro alérgeno principal clonado en este trabajo, a pesar de que
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mediante técnicas de PCR de colonias, se confirmé que la secuencia de esta 
proteina se encontraba insertada en el genoma de las levaduras. La MDH no era 
producida en este organisme, lo cual se comprobô mediante SDS-PAGE, 
inmunodetecciôn con sueros de pacientes y detecciôn de la cola de histidinas 
mediante el uso de anticuerpos especificos (figuras 38-42).
Tras intentar su expresiôn utilizando los medios BMGY y BMMY, de 
crecimiento e inducciôn de la expresiôn, respectivamente, que dieron buen 
resultado en la expresiôn de la profilina recombinante, se utilizaron otros dos 
medios diferentes, también recomendados en las instrucciones proporcionadas 
por el fabricante (pPlCzaA Easy selection kit, Invitrogen), pero que tampoco 
dieron resultados satisfactorios, ni siquiera cuando se aumentaban los tiempos de 
inducciôn, como se recomienda para proteinas con una masa molecular elevada
(158).
Debido a los problemas encontrados en la expresiôn en P. pastoris se 
procediô a la clonaciôn y expresiôn de la secuencia de la MDH de sandia en otro 
sistema diferente, los baculovirus. Este sistema no fue seleccionado inicialmente 
debido a que, ademâs de que se estaban consiguiendo buenos resultados 
utilizando P. pastoris, résulta un sistema de expresiôn que conlleva elevados 
costes de producciôn.
Los baculovirus poseen un ciclo vital de dos fases, que facilita su uso en 
aplicaciones biotecnolôgicas. Se usan desde los anos 80 con gran éxito en la 
producciôn de proteinas eucariôticas 0^ )^ 0^), ya que las proteinas recombinantes 
se expresan en células de insecto (Sf21). Inicialmente se utilizaron como agentes 
de control de plagas, ya que se trata de patôgenos létales para los insectos, 
concretamente para los lepidôpteros. Sin embargo, posteriormente se descubriô 
su potencial como vectores de sistemas de expresiôn de proteinas recombinantes, 
ya que a pesar de ser virus y de que es aconsejable manipularlos con ciertas 
medidas de seguridad, resultan muy seguros por no ser infecciosos para los
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vertebrados y por ser inactivos sus promotores en la mayoria de los mamiferos
(161).
Mediante esta técnicas si se logrô obtener MDH recombinante y, ademâs, 
con un elevado rendimiento. La rMDH se comenzô a expresar a los pocos pases 
del inôculo virico, lo que indica que el baculovirus recombinante obtenido poseia 
una alta capacidad infectiva, ademâs de la elevada titulaciôn que fue deducida 
mâs adelante.
Durante la expresiôn de la rMDH se decidiô sustituir el medio de cultivo 
sugerido por el fabricante y comenzar a expresar la proteina recombinante en 
medio bâsico, debido a razones puramente prâcticas referidas a su purificaciôn: 
cuando se utiliza baculovirus como sistema de expresiôn, las proteinas 
recombinantes son recogidas del medio de cultivo, después de ser liberadas al 
medio extracelular tras la muerte y lisis de las células como consecuencia de la 
infecciôn virica. El medio de cultivo pBacPAK completo estâ suplementado con 
suero bovino fetal, por lo que la rMDH estâ "contaminada" por gran cantidad de 
albûmina. Al cambiar el medio completo por el medio bâsico de Grace s en el 
momento de la infecciôn, desaparece en gran medida esta albûmina, lo cual 
facilita su posterior purificaciôn. El cambio de medio no ha de realizarse durante 
el periodo de crecimiento, ya que se trata de un medio bâsico, donde las células 
no alcanzarlan la confluencia necesaria.
A pesar de los esfuerzos realizados para obtener la forma recombinante de 
la MDH de sandia, y de ha ber logrado optimizar un método para su producciôn, 
esta no es reconocida por la IgE de los sueros de los pacientes alérgicos a sandia. 
En este caso, al contrario de lo que sucede con la profilina recombinante de esta 
fruta, la forma natural no puede ser sustituida por la recombinante. Esto se debe 
posiblemente a que las modificaciones post-traduccionales introducidas por las 
células de insecto no sean las mismas que las del organisme original, afectando a 
la capacidad de fijar IgE de los epitopos.
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El modelado teôrico révéla una elevada coincidencia de las regiones 
antigénicas e hidrofôbicas de la molécula, que deberia tenerse en cuenta al llevar 
a cabo un posible estudio de secuenciaciôn de epitopos.
5. Perspectivas
Continu and o la linea de este trabajo, se encuentran entre nuestros 
prôximos objetivos, la caracterizaciôn epitôpica de la profilina de sandia, 
mediante la técnica de los microarrays, para poder establecer marcadores de 
sensibilizaciôn, evoluciôn y severidad.
También se encuentra entre los prôximos objetivos la bùsqueda de otros 
sistemas de expresiôn de la rMDH que permitan obtener una forma 
recombinante de esta proteina con capacidad de uniôn a las IgEs présentes en el 
suero de los pacientes, con el fin de poder llevar a cabo la caracterizaciôn 
epitôpica de esta proteina.
Por otro lado se esta comenzando el proceso de clonaciôn del tercer 
alérgeno principal de la sandia, la TPI, para poder realizar un estudio 
comparativo de las propiedades moleculares de su forma recombinante y ver si 
es posible su selecciôn como candidato a la sustituciôn de la forma natural (dificil 
de purificar) por la recombinante, estandarizada y que podria permitir un 
diagnôstico a nivel molecular y un tratamiento personalizado para los pacientes 
sensibilizados a esta proteina.
Ademâs, esta proteina parece ser un alérgeno diferencial entre el melôn y 
la sandia, y a que has ta la fecha no ha sido descrita en melôn. Esto podria 
significar que en pacientes monosensibilizados a esta proteina no se daria 





Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede concluir;
1. Los pacientes seleccionados presentaban un diagnôstico de alergia a sandia, 
con smtomas de alergia oral al ingerir esta fruta, El 100% de ellos presentaba 
polinosis, con un elevado porcentaje de asma asociada (78%).
2. Se purificaron mediante técnicas de cromatografia los très alérgenos 
principales de la sandia y fueron identificados mediante espectrometria de masas 
como profilina (14 kDa), MDH (36 kDa) y TPI (28 kDa).
3. Se clonô la MDH de sandia y se expresô la forma recombinante utilizando el 
sistema de los Baculovirus, por no ser posible su expresiôn en Pichia pastoris. La 
MDH recombinante producida en Baculovirus no era reconocida por las IgEs 
especificas présentes en el suero de los pacientes, resultando inadecuada como 
sustituto de la forma natural.
4. La profilina natural de sandia se purificô con un elevado rendimiento, lo cual 
puede ser de gran ayuda en la prâctica clinica.
5. Por primera vez se obtuvo la secuencia de la profilina de sandia, a partir de la 
cual se ha clonado y expresado en Pichia pastoris.
6. La profilina recombinante producida resultô ser inmunolôgicamente 
équivalente a la natural, lo que la convierte en un posible sustituto de ésta para el 
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INFORMACION BÂSICA Y OBJETIVO
For la presente, se le solicita su partieipacion en un estudio para estudiar les marcadores de riesgo 
de alergia a nuevos alimentes en pacientes alérgicos a sandia, a la cual usted es alérgico, y que 
dirige el Dr. Javier Cuesta Herranz, Jefe Asociado del Servicio de Alergia de la Fundaciôn Jiménez 
Diaz.
PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
Si es usted alérgico a sandia y decidiera participar en el estudio, su participaciôn consistiria 
ûnicamente en una extracciôn de sangre, aproximadamente 40 cc.
RIESGOS Y BENEFICIOS
Las pruebas se realizarân utilizando el suero extraido y por lo tanto no existe ningûn riesgo para el 
paciente. Los bénéficies que obtiene por su participaciôn se derivan de la identificaciôn de les 
marcadores que indiquen alergia a nuevos alimentes. Ademâs, participando en este estudio 
contribuye a la investigaciôn tanto en el campe de las causas de la alergia alimentaria como a 
mejorar el diagnôstico y hacer posible el use de nuevos tratamientos para esta enfermedad.
CONFIDENCIALIDAD
Los dates derivados de su participaciôn en el estudio se facilitarân al prom oter del estudio y solo 
aparecerân sus iniciales y no su nombre. Es posible que el promoter y las autoridades sanitarias, 
necesiten revisar su historia médica para confirmar la informaciôn recogida. Su nombre nunca 
aparecerâ en ningûn informe, salve en el que se le entregue. Los promotores del estudio, en 
cumplimiento de la ley Orgânica 15/1999, de 13 de diciembre, de Protecciôn de Dates de Carâcter 
Personal, le informa que sus dates personales serân incluidos en ficheros informatizados de dates 
de carâcter personal y titularidad de la Fundaciôn Jiménez Diaz, responsable del tratamiento y 
destinataria de los dates. Puede ejercitar les derechos de acceso, rectificaciôn, cancelaciôn y 
oposiciôn previstos en la Ley, a los promotores del estudio, en el Servicio de la Alergia de la 
Fundaciôn Jiménez Diaz, Av. Reyes Catôlicos 2, 28040 Madrid.
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Los promotores del estudio tienen la obligaciôn de secreto de los datos y el deber de guardarlos, y 
adoptara las medidas necesarias para evitar su alteraciôn, perdida o acceso no autorizado.
En cualquier caso, los promotores del estudio garantizan que en la utilizaciôn de sus datos 
personales se observarân escrupulosamente las obligaciones establecidas en la Ley Orgânica 
15/1999 de 13 de diciembre, de Protecciôn de Datos de Carâcter Personal, y Real decreto 
994/1999, de 11 de junio, por el que se aprueba el reglamento de m edidas de seguridad de los 
ficheros automatizados que contengan datos de carâcter personal, asi como en el restante 
ordenamiento aplicable donde se establecen garantfas y cautelas en cuanto al tratamiento de los 
datos de carâcter personal.
PARTICIPACIÔN VOLUNTARIA
Su participaciôn en este estudio es voluntaria y puede consultarla con otras personas, (familiares, 
amigos, medico de familia, etc.) antes de otorgar su consentimiento. En caso de que decidiera no 
participar, no perderia ninguno de los beneficios de atenciôn sanitaria a los que tiene derecho.
DECLARACIÔN DEL PACIENTE
Otorgo voluntariamente mi consentimiento a participar en este estudio. He leido y comprendido 
este documente de consentimiento informado y los riesgos que en él se describen. Comprendo que 
puedo retirar mi consentimiento o retirarme de este estudio en cualquier momento sin pérdida 
alguna de los beneficios a los que tengo derecho.
Firma del voluntario Firma del investigador
Fecha (dia/m es/ano)
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